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Les cellules épithéliales de reins de singe constituent un matériel 
dont Vemploi est devenu général en virologie, pour les études 
théoriques aussi bien que pratiques. En particulier, la fabrication 
du vaccin anti-poliomyélitique fait appel presque exclusivement 
id ces organes. C’est pourquoi il nous a paru intéressant de pré- 
ciser les besoins nutritifs des cellules rénales simiennes. 

Dans une publication antérieure {4], nous avons décrit un milieu 
a base d’hydrolysat de caséine, qui, enrichi en vitamines, et 
additionné d’une faible quantité de sérum, nous a permis la cul- 
ture prolongée de la souche HeLa. Nous avons, dans le présent 
travail, employé le méme milieu de base. 

Rappelons que V’hydrolysat de caséine utilisé est constitué 
d’acides aminés libres ou de peptides dialysables. Dépourvu de 
vitamines, nous l’avons enrichi en vitamines du groupe B, en 
biotine, en choline et en acide folique. 


(*) Manuscrit recu le 2 janvier 1957. 
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C’est sur ce milieu complexe que nous avons étudié laction 
d’autres vitamines et d’autres facteurs. 


MATERIEL ET METHODES. 


Pour apprécier l’activité d’un élément nutritif, nous avons pris 
deux tests : l’influence sur la croissance cellulaire, et l’aclion sur 
le temps de survie des cultures. 

En effet, la croissance est un test commode et relativement 
précis, mais insuffisant. Un facteur qui stimule la multiplication 
cellulaire n’est pas obligatoirement un élément essentiel. 

De méme, l’augmentation de la durée de la survie peut s’inter- 
préter soit par l’action d’un facteur essentiel, soit par |’inhibition 
partielle d’un métabolisme qui prolonge l’agonie cellulaire. 

Ainsi la croissance fut étudiée selon la méthode de Eagle en 
présence de petites quantités de sérum dialysé ou non. 

La survie, au contraire, fut appréciée sans apport de sérum 
pour éviter l’action de facteurs liés aux protéines sériques. 

Enfin, quand nous ne pouvions obtenir de résultat satisfaisant 
avec les cellules d’origine simienne, nous avons utilisé les cellules 
de la souche HeLa. Il est bien connu, en effet, que les cellules 
normales, au sortir d’un organisme vivant, possédent des réserves 
constituant « l’énergie résiduelle » (Carrel). Certains éléments 
peuvent persister en quantité importante et leur étude s’en trouve 
considérablement génée. ‘Le recours 4 une souche cellulaire, entre- 
tenue au laboratoire depuis longtemps, devient alors nécessaire. 

1° Cellules : Les cellules simiennes provenaient des reins de 
singes cynocéphales trypsinés selon la méthode de Dulbecco et 
Vogt [2]. Les cellules obtenues étaient réparties dans des tubes 
de verre Pyrex a raison de 500 000 ce!lules/em’, d’une facon aussi 
homogéne que possible, a |’aide d’une pipette automatique pom- 
pant la suspension cellulaire soumise a une agitation constante. 
On laissait les cellules se déposer dans des tubes stationnaires 
pendant cing jours a la température de 36°, au bout desquels le 
milieu nutritif des cultures était évacué aussi complétement que 
possible et remplacé par des milieux testés. 

Les cellules de la souche HeLa provenaient de notre stock de 
cellules régulierement entretenues dans le milieu a l’hydrolysat 
de caséine déja décrit [4]. La méme technique de répartition que 
précédemment fut employée. Les cellules pouvaient étre utilisées 
quarante-huit heures aprés leur mise en culture. 

Pour les deux types cellulaires en expérience, des cultures 


étaient faites dans des tubes a lamelle [8] pour examen aprés 


coloration. 
2° Milieux de cultures: a) Le milieu de base [4] était addi- 
tionné d’une quantité variable de sérum de poulain selon le type 


| 
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cellulaire cultivé. Avec les cellules rénales de singe, nous avons 
employé une concentration en sérum de 2,5 p. 100 au leu de 
5 p. 100 pour les cellules HeLa. 

b) Les acides aminés et les vitamines nous ont été fournis par 
Je laboratoire Hoffman-Laroche, a lexception de la vitamine B,, 
et de la ménadione données par le laboratoire Roussel, et de la 
Rutine (vitamine P) fournie gracieusement par le laboratoire 
Dausse. 

c) ‘Les substances étudiées étaient dissoutes dans le milieu de 
base, ou dans l’alcool éthylique absolu, selon qu’elles étaient 
solubles dans l’eau ou non. En solution alcoolique leur concen- 
tration était telle que la quantité d’alcool ajoutée au milieu ne 
dépassait pas 1 p. 1 000. Une quantité égale d’alcool était ajoutée 
au témoin. 

Chaque substance était étudiée simullanément A trois, quatre ou 
parfois cinq concentrations différentes. Pour chacune de ces 
concentrations, 10 a 20 tubes de culture identiques furent employés 
dans chaque expérience. 

3° Mesure de la croissance : Aprés dix jours de culture dans le 
milieu choisi, la croissance était appréciée 4 Taide de la numé- 
ration des noyaux selon la méthode de Sanford et coll. [4] légére- 
ment modifiée pour ce sujet. 

Aprés évacuation compléte du milieu nutritif, chaque tube 
recevait 1 cm* de la solution colorante et était soumis A une 
agitation mécanique pendant six heures 4 36°. Les suspensions de 
noyaux de dix tubes identiques étaient réunies pour une numé- 
ration dans un hématimétre. 

Maleré ces précautions, l’erreur expérimentale pouvait atteindre 
10 p. 100 entre deux séries de dix cultures. 

En définitive, la croissance était le plus souvent évaluée en 
faisant le rapport du nombre des cellules en fin d’expérience, 
au nombre de cellules au début. 

4° Appréciation de la survie: Nous avons considéré que la 
fin de la survie était marquée par les premiéres lésions de dégéné- 
rescence, décelables par examen 4 |’état frais ou aprés coloration. 
Quand il y avait doute, nous etimes recours a |’étude de la reprise 
de l’activité cellulaire en remplacant le milieu sans sérum par le 
méme milieu additionné de sérum. 

Cette épreuve était pratiquée systématiquement sur des cultures 
de reins de singe Agées de 5 jours. 


R&sULTATS. 


1° Réle de Vhydrolysat de caséine dans la croissance ; Nous 
avons recherché si l’hydrolysat de caséine était équivalent a une 
simple solution d’acides aminés de méme composition et de méme 
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concentration sous la forme L. Pour cela nous avons comparé 
les taux de croissance dans ces deux milieux, les taux en vita- 
mines restant les mémes. 

L’avantage revient a l’hydrolysat de caséine, dans lequel les 
cellules de singe poussent 1,8 fois plus vite que dans la simple 
solution d’acides aminés. 

La raison de ce fait n’est pas claire. 

D’aprés les travaux de Eagle [5, 6], l’introduction de dipeptides 
au lieu des acides aminés correspondants n’améliore pas la 
croissance des tissus animaux, et les amino-acides de forme D 
présents dans notre solution n’exercent aucune influence fréna- 
trice. 

Il serait intéressant de rechercher le réle du facteur strepo- 
génique de Wooley [7], ou des acides aminés phosphatés pré- 
sents dans l’hydrolysat de caséine. 

2° Etude des cofacteurs : Nous avons résumé dans un tableau 
(tableau I) les concentrations optima trouvées pour les cofacteurs. 


TasLeau I. 


CONCENTRATION OPTIMA (MG/L) 


FACTEUR ETUDIE REINS DE SINGE cEeLLuLEes Hela 
TOCOPHETOR <cessies soto este separ eens crete 1 1 
Vitamine AAP -oa.ecies k erslercoet oar eee 0,01 0 
Acidewascorbiquelya. -momert- i ecremcitiees i 25 “= 
pte IES Geb guaoanscontacéaacucas 0 0,02 pe/] 
Gystéines (chlorhydrate) rent etn 10 12 
Glutamine: 2 okicu soot one eee ete eee 100 150-300* 


Les facteurs en ilalique ont été trouvés indispensables. 
Les valeurs affectées d’un astérisque sont celles données par Eagle. 


Nous y avons ajouté les valeurs correspondantes trouvées par 
Eagle pour certaines d’entre elles dans le cas de la souche 
HeLa {8}. 

Parmi ces éléments, nous en avons trouvé seulement trois 
indispensables : l’alpha-tocophérol, la cystéine et la glutamine. 


Alpha-tocophérol. — L’action excitante de la vitamine E sur 
la croissance in vitro a déja été étudiée par Juhasz-Schaffer [9], 
Palumbi {10} et Vollmar [41]. Ce dernier remarqua une action 
inhibitrice 4 fortes doses, particuliérement nette sur les cellules 
malignes. Mais l’absence de produit purifié ne lui permit pas de 
chiffrer les résultats selon la concentration en alpha-tocophérol. 
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Pour nos recherches, nous avons utilisé les concentrations en 
alpha-tocophérol de 0,1, 1, 10 mg/l, ainsi que la saturation com- 
pléte du milieu. 

_Avec nos deux souches cellulaires étudiées, l’effet optimum se 
situait autour de 1 mg/l, tandis qu’une action inhibitrice se mani- 
festait 4 partir de 10 mg/l. Malgré cela, les concentrations les 
plus fortes n’entrainaient aucune altération cellulaire et l’acidifi- 
cation du milieu était d’autant plus rapide que ce dernier contenait 
plus de vitamine. 

Le facteur nutritif a montré une influence considérable sur la 
survie des cellules rénales de singe. En l’absence complete de tout 
sérum, notre milieu de base donne une survie maxima de quinze 
jours. La seule addition d’alpha-tocophérol permet de prolonger 
cette survie jusqu’a deux mois et demi. A’ce moment, quand les 
premiers signes de dégénérescence apparaissent, l’addition de 
10 p. 100 de sérum de poulain au milieu fait A nouveau démarrer 
Ja croissance. Durant cette survie, les cellules restent sensibles au 
virus poliomyélitique. Elles sont.-claires, avec un minimum 
@inclusions graisseuses. Des fibres collagénes font peu a peu 
Jeur apparition, tandis que les mitoses disparaissent aprés trois 
semaines de culture. 

Les cellules HeLa ne retirent aucun profit apparent de V’intro- 
duction de ce facteur. En présence ou en absence d’alpha-toco- 
phérol, la nécrose cellulaire apparait en quatre jours. Vraisem- 
blablement l’intensité du métabolisme dans les cellules de cette 
souche et l’absence de réserve sont responsables de ce résultat, 
comme nous le verrons & Ja discussion. 

Des recherches biochimiques récentes peuvent expliquer l’impor- 
tance de la vitamine E. Nason et Lehman [42] ont montré que 
Palpha-tocophérol peut agir comme transporteur d’hydrogéne, 
et quwil active la réduction du cytochrome par le diphosphopyri- 
dine nucléotide. 


Glutamine. — Fagle [43] a montré que la glutamine était un 
élément essentiel 4 la nutrition cellulaire animale in vitro a une 
concentration de 1 a 2 millimoles, soit 150 4 300 mg/l pour la 
souche HeLa. L’acide glutamique ne peut que difficilement rem- 
placer son monoamide. 

Celui-ci s’est révélé également essentiel pour les reins de 
singe, et sa carence détermine la mort des cultures en une dizaine 
de jours, malgré la quantité importante d’acide glutamique 
apportée par V’hydrolysat de caséine (75 mg/1). La concentration 
optima en glutamine est de 100 mg/l, soit légérement inférieure 
4 celle donnée par Eagle pour la souche HeLa. 

A vrai dire, il semble y avoir deux concentrations optima, la 
seconde étant de 200 mg/l. 
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CROISSANCE DES REINS DE SINGE 

PAR RAPPORT A LA CONCENTRATION 
5 D a 

(mg/l) 50 mG /1. PRISE COMME BASE 1 
Apres § JOURS DE CULTURE 


CONCENTRATION EN GLUTAMINE 


50 1 
100 ino) 
150 16 
200 1,8 


Ce phénoméne qui s’est reproduit au cours d’expériences répé- 
tées ne parait pas di a des erreurs d’expérience. 

Peut-étre faut-il voir la une conséquence du role que joue la 
glutamine au carrefour de plusieurs métabolismes ou elle est 
entrainée dans des réactions réversibles variées ? 


Cysléine. — Depuis les travaux de Fisher, Rapkine et nombre 
Vauteurs, la démonstration du rdle fondamental joué par la 
cystéine n’est plus a faire. Nous avons recherché la concentration 
convenant aux cellules de reins de singe. 

En opérant en présence d’acide ascorbique, la croissance était 
optima avec 10 mg par litre de chlorhydrate, valeur pratiquement 
identique a celle trouvée par Eagle pour la souche HeLa. 

Les autres facteurs étudiés ne se sont pas montrés indispen- 
sables. 


Vitamine A. — Contrairement aux résultats de certains travaux 
effectués sur d’autres tissus [44, 48], cette vitamine nous parait 
inutile et méme nuisible A toutes les concentrations étudiées (de 
0,01 4 50 mg/l) sur les cellules de reins de singe et de la 
souche HeLa. 

A une concentration supérieure 4’ 10 mg/l, la vitamine A est 
franchement toxique. Au-dessous de 10 mg/l, elle ne prolonge en 
rien la survie cellulaire et inhibe la migration des explants. 


Acide ascorbique. — Cette vitamine s’est montrée utile, mais 
non essentielle. 

En l’absence totale de cet élément et de sérum, les cellules rénales 
de singe en primoculture poussent normalement, sans aucun signe 
de souffrance. Mais son réle stimulant sur la croissance est indé- 
niable, avec une concentration optima de 25 mg/l. De plus, elle 
permet la conservation prolongée des milieux (jusqu’é six mois 
a +4°) en prévenant l’oxydation de la cystéine, ce qui nous a 
déterminés 4 Vincorporer a notre milieu. 

Nous n’avons pas fait de recherches sur la croissance de la 
souche HeLa en présence de vitamine C, mais sa présence n’aug- 
mente pas le temps de survie. 
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_Vitamine B,,. — La vitamine B,, est le type méme du facteur 
lié aux protéines sériques [44]. La dialyse ne peut done I’éliminer. 

Ce composé a déja été étudié par Grunbaum, Schaffer, ct 
Kirk [45} sur les fibroblastes de l’embryon de poulet. Cette sub- 
stance stimulerait la croissance et aurait une activité lipotrope. 

Avec les reins de singe, nos efforts pour mettre en évidence 
une action queleconque sur la croissance et la survie ont été infruc- 
tueux, ce qui peut s’expliquer, comme nous I’avons dit plus 
haut, par les réserves considérables accumulées par le rein (16). 

Avec les cellules de la souche HeLa, la stimulation optima a été 
obtenue par des concentrations de 0,02 a 0,1 we/l, tandis qu’un 
effet inhibiteur se manifestait A partir d’une concentration de 
1 pg/l. Mais ce composé n’a aucune influence sur la survie. 


Facteurs divers. — De nombreux autres composés, vitaminiques 
ou non, furent étudiés sans résultat notable : méso-inositol (ce 
facteur, récemment étudié par Eagle [47], serait essentiel a la 
croissance des tissus animaux), calciférol, ménadione, vitamine P, 
cholestérol, acide lipoique, des ions métalliques a l'état de traces : 
imu, er Pb. 

Isolés ou associés, ces éléments ne nous ont pas permis de 
prolonger la survie des cellules HeLa. 

Au terme de cette élude, nous proposons donc le milieu suivant 
(tableau III) qui différe du précédent par laddition d’alpha- 
tocophérol et la modification des concentrations employées pour 
la glutamine et Vacide ascorbique. Les autres vitamines sont 
ajoutées aux concentrations proposées par Eagle. 


Tasieau III. 


Hy drolysatede case imeen cra iclwl-ofetanirs-crihe ie meee asa 0.5 g 

Glutamine seer ers sets cee rarer slsserer asia reas ere nroaes Ol g 

Gystemen Chlochydrate) meter ltteers aise raetieicre ert 0,01 ¢ 
INGACITI OM Mercere rece areetrorereiottate cus Siete (ela cater wand vtorate te ees 0,001 g 
PvriGl OXGMCL | charepeteney. tctoraualeto ie. oe etoielede) ele oc sielaisvereus steateyotarens aya 0,001 g 
AHA MNIN G Bees. Ati eeehs se erer Relevant arin aeeMe ale sais eee 0,001 g 
bo tlawin cutest tre eke uersorcue ests sete nenesere Se levans aerate ata is, 0,0001 g 
BETS CO CASHIN s5n5056 no coe psonoonoUD CoonDEN 0,001 ¢g 
Acide para-aminobenzoique .........0+0sseceeeerraers 0,001 ¢ 
OHV: Lanne cooda come coumC DO Onpens cootUo Dro rucn.Gamee 0,001 ¢ 
TREE. ci cB ob BOOB OHO to dee Coe ee bins CAG Theo ncn terete ¢ 0,001 ¢ 
NEG SERGE “Subsogodonodeodamonccbousd cours beng csacdr 0,001 ¢ 
NES ANS Gacgonooguedsucondbos boon necouonmdG. 0,001 g 
NGG SECTISCMA Goaneaud.doso0nsd sodno sob ononsgeIodoat 0,025 g 
Salita co TMG. poongacncaosoasnece vaopgangar q.s.p. 1000 ml 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


La plupart des cofacteurs étudiés dans ce travail n’ont pas fait 
la preuve de leur caractére essentiel. 
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Il est cependant prématuré de les ranger définitivement dans 
le cadre des substances inutiles 4 la vie in vitro par suite de 
limperfection des expériences. 

Ou bien on considére leur action en l’absence de sérum, et 
leur inutilité apparente peut venir de ce qu’ils s’épuisent moins 
vile dans les cellules que le facteur sérique. 

Ou bien, pour éviter une carence en ce facteur, on ajoute du 
sérum, mais celui-cl, méme dialysé, entraine avec lui de nombreux 
autres cofacteurs liés aux protéines tels que vitamine A, E, B,,, 
oligo-éléments divers, etc. 

Les travaux sur la nutrition cellulaire animale sont donc consi- 
dérablement freinés par l’incertitude de nos connaissances sur !e 
ou les facteurs de croissance sériques, sujet sur lequel nous espé- 
rons que des études en cours pourront apporter quelques 
précisions, 


R&ésuME. 


Etude des facteurs nutritifs susceptibles d’étre nécessaires au 
maintien et a la croissance des cellules rénales de singe et des 
cellules de la souche HeLa. 

Certains facteurs indispensables sont étudiés quantitativement. 
Parmi ceux-ci l’alpha-tocophérol semble particuliérement impor- 
tant. 

Un milieu est décrit qui permet la survie des cellules de singe 
de premiére implantation pendant plus de deux mois, en l’absence 
de sérum. 


SUMMARY 


NUTRITIONAL REQUIREMENTS OF MONKEY KIDNEY CELLS 
AND HeLa CELLS IN TISSUE CULTURE. 


A study of the nutritional factors liable to be necessary for the 
maintenance. and growth of monkey kidney cells and of Hela 
cells, 

Some indispensable factors have been studied quantitatively. 
Among the latter alpha-tocopherol seems to be particularly impor- 
lant. 

Description of a medium allowing the survival of first passage 


monkey cell implants during more than 2 months in the absence 
of serum. 
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LES FACTEURS CONDITIONNANT L’HABITAT 
DES MOLLUSQUES VECTEURS DES BILHARZIOSES, 
LEURS INCIDENCES EPIDEMIOLOGIQUES. 


1. GENERALITES. FACTEURS PHYSIQUES. 


par R. DESCHIENS (*). 


(Institut Pasteur, Service de Parasitologie) 


Les données relatives 4 la biologie des mollusques vecteurs et, 
en particulier, la définition de leur biotope, de leurs besoins, de 
leur climax, des concurrences biologiques qu’ils subissent, ont 
une influence notable sur la biogéographie, l’épidémiologie et la 
prophylaxie des bilharzioses, ainsi que sur les dispositions pra- 
liques qui en sont le corollaire. D’autre part, la physiologie des 
mollusques, de leurs pontes, de leurs larves et des stades jeunes, 
non seulement peuvent expliquer leur habitat mais, aussi, leur 
réceptivité plus ou moins grande aux infestations bilharziennes 
et leur sensibilité variable aux agents molluscocides. 

Ce mémoire se propose, d’abord, de faire une mise au point 
de la documentation rassemblée sur les facteurs abiotiques (phy- 
siques, chimiques et géographiques) et biotiques (nourriture ct 
nutrition, constantes physiologiques de la reproduction, concur- 
rences vitales, ennemis et maladies, rythmes et cycles saison- 
niers) qui conditionnent habitat des mollusques vecteurs, actuel- 
lement connus. 

Rappelons que ceux-ci appartiennent aux mollusques pulmonés 
de la famille des Planorbidae (Bulinus, Physopsis, Pyrgophysa, 
Planorbis), hétes intermédiaires des bilharzioses urinaire et intes- 
tinale ; aux Prosobranches (Oncomelania) vecteurs de la bilhar- 
ziose Sino-japonaise ; enfin, aux Ancylidae (Pulmonés) dont une 
espéce, Ferrissia tenuis, est considérée comme l’héte intermé- 
diaire d’une bilharziose urinaire dans la région de Bombay, aux 
Indes. 

Il a, en outre, le dessein de séparer, dans les faits recueillis : 
1° les facteurs généraux de Vhabitat communs aux mollusques 
vecteurs ; 2° les notions relatives aux constantes physiologiques 


(*) Mémoire recu le 9 janvier 1957. 
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de la reproduction des mollusques qui sont un élément précis de 
habitat ; 3° les particularités connues de l’habitat de certains 
genres ou de certaines espéces vectrices. 

_Enfin, il s’efforce de faire ressortir l’incidence des faits biolo- 
giques et écologiques recueillis sur les actions molluscocides, 
dans le cadre de la prophylaxie des bilharzioses. 


* 
ak 


[’habitat des mollusques vecteurs des bilharzioses est un bio- 
lope inlertropical ou subtropical d’eau douce. Les eaux douces 
de peuplement sont, le plus souvent, du type lénitique (eaux 
douces stagnantes et tranquilles) et, parfois, du type lotique 
(eaux douces faiblement courantes). 


Certaines populations malacologiques comportant des espéces 
différentes, vectrices ou non vectrices, des bilharzioses, se ren- 
contrent dans des habitats qui, sommairement considérés, sont 
communs, bien que comportant des aires de distribution et des 
niches électives 4 certaines espéces. D’autre part, dans des amé- 
nagements artificiels expérimentaux identiques ou similaires, on 
peut oblenir des élevages de mollusques vecteurs d’espéces et 
de genres différents ; il y a done des facteurs généraux ou pri- 
maires de habitat des mollusques vecteurs. 

A cdté de ces facteurs généraux constituant le biotope et le 
climax favorables 4 la vie des mollusques vecteurs, il peut exister 
des particularités rendant compte des exigences de certains mol- 
lusques pour un biotope et un climax plus étroit encore. 

Ces particularités de Vhabitat peuvent, a la limite, conduire 
a Ja notion de spécificité d’habitat pour un genre ou une espéce 
donnés (Ferrissia tenuis, par exemple). 

La quasi-spécificité d’un micro-climat (biotope, climax), pour 
certains vecteurs, est en rapport avec une notion qui est a la 
base de la distribution topographique des mollusques : l’existence 
de constantes physiologiques spécifiques, nécessaires au déve- 
loppement de l’ceuf, de la larve et des formes juvéniles d’un 
mollusque défini (1). 

En effet, si la dispersion des adultes d’une espéce de mol- 
lusques peut étre relativement large, le lieu de ponte, d’incuba- 
tion et de vie larvaire correspond, le plus souvent, 4 un biotope 
et a un climax assez étroitement définis qui forment la véritable 
patrie de l’espéce. C’est dans le périmétre de ces niches quasi 
spécifiques, de ces petites patries répondant a la satisfaction des 


(1) Ranson a précisé, chez plusieurs espéces d’huitres, la notion de 
constantes physiologiques de la reproduction. 
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besoins élémentaires ou dominants de Vanimal, que se distribue 
une population malacologique donnée. 

La connaissance des facteurs, conditionnant les possibilités 
d’incubation de la ponte et le développement des larves et des 
jeunes mollusques, offre un intérét épidémiologique et pratique 
évident, car la perturbation du micro-climat et du climax des 
niches par des agents physiques chimiques ou _ biologiques, 
molluscosides, peut “conduire a la réduction ou a Véradication de 
sociétés malacologiques nuisibles. 

Nous terminerons le préambule de ce mémoire par la remarque 
suivante : les recherches expérimentales, au laboratoire, relatives 
a Vhabitat, constituent, évidemment, des épreuves pilotes dans 
V’étude des facteurs conditionnant celui-ci, et dans celle de l’éco- 
logie des mollusques ; par leur moyen peuvent étre créés des 
biotopes et des climax favorables constituant un habitat analy- 
sable. Cet habitat, précieux pour étudier la physiologie des 
mollusques et leurs intolérances abiotiques et biotiques, conserve, 
néanmoins, un caractére de construction artificielle, distincte de 
Vhabitat naturel qui est conditionné par : le macro-climat, plus ou 
moins stable, le micro-climat ct les inter-actions plus ou moins 
fluctuantes et cycliques entre les plantes et les animaux du milieu 
naturel. L’interprétation des résultats expérimentaux sera tou- 
jours subordonnée a cette vérité. 


* 
x* 


Sur les bases précitées, nous distinguerons, parmi les inci- 
dences conditionnant habitat : a) des facteurs généraux réglant 
la possibilité de habitat, en eau douce, des mollusques vecteurs 
des bilharzioses; 6b) des constantes physiologiques favorables 
a Vincubation, a la vie larvaire ou aux stades jeunes des diffé- 
rents mollusques ; facteurs sur lesquels, d’ailleurs, nos connais- 
sances sont trés restreintes ; c) des particularités correspondant 
aux besoins biologiques et aux nécessités dominantes de certains 
genres ou espéces vecteurs. 

L’habitat des mollusques vecteurs des bilharzioses correspond, 
dans son ensemble, aux eaux douces, tiédes, tranguilles et peu 
profondes des régions chaudes ou intertropicales ; ces eaux 
sont plus ou moins riches en couvert végétal aquatique ou rive- 
rain, souvent polluées et envasées. Ces eaux sont stagnantes, 
c’est-a-dire du type lénitique (systemes lacustres : étangs, mari- 
gots, mares permanentes ou temporaires ; travaux d’art : bassins, 
lavoirs, piscines, citernes) ou du type lotique a faible courant 
(riviéres, cours d’eau, canalisations agricoles ou d irrigation, 
égouts ouverts). 

Parmi les facteurs intervenant dans cet habitat sensu largo, 1] 
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faut séparer les facteurs abiotiques (physiques, climatiques, géo- 
graphiques et chimiques) et les facteurs biotiques (nourriture et 
nutrition, flore et faune du climax, ennemis naturels et prédateurs 
des mollusques, maladies des mollusques, interactions entre 
plantes et animaux). 


Facteurs abiotiques. 


FACTEURS PHYSIQUES. 


Le climat intervient par les facteurs thermiques et hydriques 
qui sont parmi ses constituants, il faut de la chaleur, des préci- 
pitations atmosphériques suffisantes et un sol organisé pour 
retenir et conserver ces précipitations, pour assurer Ja vie des 
mollusques. Dans cette limite, les hétes intermédiaires des schis- 
tosomes peuvent élre rencontrés dans des climats chauds_pré- 
tropicaux, tropicaux ou équatoriaux, trés divers, constants ou 
excessifs, maritimes ou continentaux. Sur la planisphére clima- 
tologique, la distribution géographique des mollusques vecteurs 
se silue sensiblement, d’une part, entre la ligne isotherme de 
+ 20° dans l’hémisphére Nord, ligne qui traverse, en particulier, 
la province portugaise de |’Algarve et la région de Tokio, au 
Japon, et, d’autre part, la ligne isotherme de + 20° dans |’hémi- 
sphére Sud, qui passe au Nord de Fort-Dauphin, 4 Madagascar, 
et au Nord de la province du Rio Grande, au Brésil. 

L’écoclimal, qui représente les conditions climatiques d’un 
certain type de site (forét, savane, désert, versants montagneux), 
n’intervient que dans la mesure ow il a son incidence sur l’humi- 
dité et sur la rétention de l’eau. En effet, dans les climats chauds, 
si les extrémes thermiques diurnes ou annuels d’écoclimats rela- 
tivement excessifs, comme le désert, ou relalivement constants 
comme la forét, offrent de grands écarts, les températures 
moyennes de ces écoclimats sont voisines. Ce sont, seules, ces 
températures moyennes, suffisamment élevées (20 A 26°), qui 
conditionnent les possibilités de vie et de pullulation des mol- 
lusques vecteurs. 

Le micro-climat, dans le cadre du macro-climat et des écoclimats 
chauds, est une condition de choix, par les mollusques, en fonction 
de l’espéce, de la température locale (différences microthermiques 
moyennes ou extrémes, influence de l’orientation, de l’insolation) 
du caractére permanent ou temporaire des collections d’eau, de 
leur agitation (vent, courant), de leur organisation chimique (sels 
minéraux et substances dissoutes) et biologique (flore et faune). 

La température du milieu prend une importance particuli¢re 
chez les hétérothermes que sont les mollusques vecteurs, elle 
régle, en particulier, la vitesse et l’intensité des processus 
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chimiques et physiologiques. Bien qu’il existe, ainsi que nous 
le verrons, des différences spécifiques au sujet du seul, de 
Yoptimum et du plafond thermiques de Veau, permettant aux 
mollusques vecteurs d’y vivre en permanence, on peut consi- 
dérer que la température optima est, pour l'ensemble des espéces, 
située entre 22 et 26° C, que le seuil de la température favorable 
est au voisinage de 18° et que son plafond ne dépasse guére 32° C. 
Les mollusques sont, cependant, capables de supporter, de fagon 
durable, des pointes de température relativement basses attei- 
genant 0 a 4° C (Deschiens et Bijan, 1956) [4]; néanmoins, la 
congélation tue B. contortus et P. glabratus en quelques minutes 
entre — 6° et — 15° C. Les mollusques partiellement déshydratés 
en hibernation, ou en pré-hibernation, contenant un moindre 
volume d’eau que les animaux en pleine activité, offrent une meil- 
leure résistance au froid. 

Une réduction considérable de Ja motilité des échanges nutri- 
ifs apparait entre + 10 et + 12°C; on sait qu’O. noso- 
phora (litchie, 1955) [2] hiverne quand la température de l’eau 
s’abaisse vers + 10° C et, expérimentalement, 4 + 8° C, on peut 
obtenir l’immobilisation pendant au moins quatorze jours, sans 
conséquences létales de B. contortus et P. glabratus. 


Les pointes de température élevée sont relativement bien sup- 
portées, dans l’ensemble, par les mollusques vecteurs. Dans les 
canaux d’irrigation et dans les riziéres, O. nosophora et O. qua- 
drasi peuvent rencontrer, sans dommage, des zones chaudes dont 
la température atteint + 30°C; entre les températures de 37° 
et 40°, parfois notées dans les riziéres, la tolérance est moins 
bonne, les mollusques fuient la zone chaude, on se trouve a fa 
limite de la température critique. Expérimentalement, B. contortus 
et P. glabratus peuvent supporter, pendant six heures 4 quinze 
jours, suivant les circonstances, des températures de 33 4 37° C 
(Brumpt, 1941 [8]; Dreyfus, 1953; Deschiens, 1954) [4]. En 
Egypte, dans les canaux d’irrigation peuplés de Bulins et de 
Planorbes vecteurs, prés de Qualiub, Hoffmann et Zakhari 
(1954) [5] notent des différences de 18°C de la température de 
eau, pendant un méme mois; en outre, celle-ci atteint 29°6 G 
au mois d’aodt et 11°4 C au mois de janvier. La température de 
52° est, expérimentalement, létale en quelques minutes pour tous 
les mollusques vecteurs. 

La sensibilité des ceufs, des larves et des jeunes animaux au 
facteur thermique est, naturellement, beaucoup plus marauée 
que celle des adultes (constantes physiologiques de la reproduc- 
tion). A une température de 32°, la ponte, le développement des 
ceufs et la vie des larves et des jeunes mollusques. chez 
B. contortus, P. glabratus et O. nosophora ne peut pratiquement 
étre obtenue ; la constante physiologique de la température per- 
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mettant la reproduction et le développement des formes larvaires 
et des jeunes se situe entre + 20 et + 26° C pour les trois espéces 
précitées. 

Le facteur lumiére intervient, surtout, dans la biologie et dans 
"habitat des mollusques de facon indirecte. La lumiére, avec le 
réchauffement, est, dans habitat naturel, un corollaire de l’inso- 
lation. Sans doute un léger degré de luminosité semble recherché 
par les mollusques vecteurs, variable, d’ailleurs, en fonction des 
genres el des espéces, mais la lumiére recherchée est une lumiére 
atténuée. Les téguments des mollusques sont minces et les 
écrans pigmentaires qu’ils présentent sont insuffisants pour les 
protéger contre les rayons lumineux violents. Ceci explique la 
photophobie relative des vecteurs et leurs mceurs souvent noc- 
turnes. Chez O. nosophora (Kawamoto, 1952) [6, 7] et chez B. 
contorlus, une lumiére forte provoque un phototropisme négatif 
alors qu’une lumiére modérée ou légére attire les animaux ; cette 
lumiére légére, tamisée, est réalisée dans de nombreux canaux 
dirrigation au Japon ott les haies de bambous ou les haies vives, 
disposées en brise vent et autour des fossés et des habitations 
se rencontrent communément. La. douce lumicre crépusculaire 
semble, aussi, exercer une certaine attirance sur les mollusques 
que l’on observe souvent au voisinage de la surface de l’eau a ce 
moment du jour. Expérimentalement, il a été établi, chez O. noso- 
phora (communication orale de K. Yasuraoka a Ritchie, 1955), 
que l’occultation de la lumiére provoque la rétraction des mol- 
lusques dans leur coquille et qu’une excitation lumineuse violente 
entraine 'e méme effet ; l’action des variations de la lumiére sur 
la mollité est neutre pour une différence de 10 p. 100; une 
réduction de 30 p. 100 de la lumiére entraine la rétraction de 
50 p. 100 des mo!lusques dans leur coguille ; une réduction de 
60 p. 100 de l’intensité lumineuse accélére la réaction et une 
réduction de 90 p. 100 de l’intensité provoque le retrait dans la 
coquille, dans tous les cas. Les réactions 4 des variations 
brusques de la lumiére peuvent, d’ailleurs, é¢tre liées davantage 
a la représentation d’un danger immédiat qu’a la lumiére elle- 
méme. 

Les rayons solaires agissent, surtout, sur l’habitat en assurant 
la croissance de la flore et de la faune qui procurent aux mol- 
lusques des aliments appropriés ; il est expérimentalement pos- 
sible d’entretenir pendant neuf mois, dans Vobscurité, des 
élevages de B. contorlus et de P. Glabratus (Deschiens, Bijan, 
André, 1956) [8] en leur procurant des aliments convenables 
(salade de laitue, plantes acuatiques, sels minéraux). La néces- 
sité d’une irradiation directe minima ou périodique ne saurait, 
cependant, étre écartée comme elle |’est chez les invertébrés 
cavernicoles ou abyssaux, car la lumiére agissant sur les pro- 
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cessus tissulaires des glandes endocrines et sexuelles peut cons- 
lituer un 6timulus indispensable a l’activité et a la reproduction, 
chez les adultes, et 2 la croissance chez les embryons, chez les 
larves et chez les formes juvéniles. 

Le facteur orographique a une incidence indirecte sur habitat. 
On peut récolter des mollusques vecteurs a des altitudes situées 
entre le niveau de la mer et 3000 m. En effet, on a observé des 
mollusques infestés par S. haematobium dans l’ouest du Soudan, 
au Jebel Mara, a 5000 pieds [1500 m] (E.T. Abdel Malek, 
1956) [9], en Ethiopie, en Erythrée et au Yemen (Biomphalaria et 
Bulinus a 6 600 pieds [1980 m] (Ayad, 1956) [40]; en Ouganda, 
a’ 1900 m d’altitude (Schwetz) ; en Mozambique et en Afrique 
du Sud, entre 2 400 et 3 000 m d’altitude (de Azevedo, 1955) [44]. 

D’autre part, si les populations de mollusques sont plus impor- 
tantes aux altitudes relativement basses, 0 4 200 m, cette cons- 
tatation est en rapport avec le fait qu’avec l’altitude les moyennes 
thermiques nécessaires & la vie des mollusques s’abaissent et 
que, d’autre part, la montagne, sauf en ce qui concerne les sys- 
teémes lacustres, tend 4 organiser des eaux plus courantes que 
Jes plaines ou les valllées. La réduction de la tension d’oxygéne 
dissous dans l’eau ne semble pas intervenir, méme au-dessus de 
3000 m, étant donné ce que l’on sait des besoins relativement 
faibles des mollusques en oxygéne, et de leurs possibilités d’uti- 
lisation de ce gaz sous des tensions trés faibles s’abaissant jus- 
qu’a 13 mm de mercure. 

La radioactivité des eaux, aux doses faibles ou on les rencontre 
dans la nature, parait sans influence sur les mollusques vecteurs. 
Aux Antilles, P. glabratus s’observe dans le périmétre immédiat 
de sources thermales radio-actives (Deschiens, Lamy et Mauzé, 
1953) {12] et, expérimentalement, des élevages de B. contortus et 
de P. glabratus ont pu étre menés a bien au griffon d’une source 
thermale de Plombiéres dont l’eau présentait une radio-activité 
de 8,7 4 17 millimicrocuries par litre. 

Le facteur géclogique apparait comme de second plan; les 
mollusques vecteurs se rencontrent, en effet, aussi bien dans les 
variétés de terrain éruptifs, granitiques et siliceux que dans les 
terrains sédimentaires argileux et riches en calcaires. ‘La nature 
du sol n’intervient que dans la mesure ow elle n’exclut pas la 
possibilité d’une minéralisation de l’eau et d’une sédimentation 
assurant aux mollusques l’azote, les phosphates, les chlorures et 
la chaux dont ils ont besoin. Quant au choix préférentiel du 
terrain en fonction de l’espéce, nous ne savons que peu de chose. 
Des recherches dans ce sens sont recommandables, en particulier 
dans des territoires ot la distribution des bilharzioses et des 
mollusques dans ses rapports avec les terrains géologiques a été 
considérée, comme 4 Madagascar, par exemple (Gaud, 1952). 
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Les travaux d’art et les aménagements humains sont de nature 
a modifier et, souvent, a améliorer l’habitat des mollusques 
vecteurs, L’habitat primitif des mollusques, leur patrie est, évi- 
demment, toujours une collection d’eau naturelle : lacs, maré- 
cages, étamgs, mares, ruisseaux a faible courant. L’intervention 
de homme pour exploiter l’eau, ses richesses naturelles, son 
pouvoir fertilisant, sa puissance hydraulique, 4 son _ profit 
(péche, canalisations agricoles, piscines, barrages, fontaines) 
a amélioré Vhabitat des mollusques qui, colonisant les aména- 
gements humains, sont devenus (bulins, planorbes, oncomélanies) 
des animaux quasi domestiques entrant ainsi un peu plus avant 
dans le complexe pathogéne de la bilharziose. Les travaux d’art 
et, surtout, les aménagements agricoles, en fabriquant de la 
richesse, ont pour effet d’étendre considérablement les surfaces 
_ deau calmes ou a faible courant et de faire circuler celles-ci dans 
les agglomérations humaines (Japon, Egypte, A. O. F., Antilles, 
Philippines) ; les cullures vivriéres (riziéres, cultures maraichéres, 
coton), les eaux usées et les issues assurent une rotation de 
matiéres alimentaires et un climax végétal et animal favorable 
a la vie des vecteurs. 

L’établssement des réseaux d’irrigation est donc, a la fois, 
un danger et un bien. L’établissement de digues, de murettes, 
de constructions de maconnerie, bien qu’éliminant, pour partie, 
une végétation luxuriante, respecte la microflore et la microfaune, 
elle apporte, en outre, des matiéres minérales, des moyens de 
fixation et des abris qui peuvent étre utiles & certaines espéces 
de vecteurs. Plusicurs espéces des genres Oncomelania, Bulinus 
et Planorbis se rassemblent et se protegent en pénétrant dans les 
fissures et dans les cavités de la maconnerie des aménagements 
humains. A la Guadeloupe, dans les égouts 4 ciel ouvert en 
ouvrages maconnés circulant dans un quartier de la ville de 
Point-a-Pitre, la population de P. glabratus est particuli¢rement 
dense et s’abrite dans les fissures du béton. A Bamako, les cana- 
lisations agricoles du quartier maraicher, régulicrement fau- 
cardées, contiennent une population nombreuse de B. trigonus 
et de P. adowensis. Les travaux d’art et de bonification devront 
done toujours étre placés sous le contréle des services sanitaires, 
afin que des prospections et des actions molluscocides éventuelles 
y soient appliquées. 

La profondeur de leau est un facteur qui intervient sur 
habitat. Il est exceptionnel, ou accidentel, de rencontrer des 
mollusques vecteurs au dela de fonds de 5 m. Dans les grands 
lacs africains, du Congo belge, de l’Ouganda ou du Tanganyika 
(de Azevedo fop. cit.], Baker, 1945) [48] on n’observe plus de 
Biomphalaria a 4,50 m de profondeur ; ces mollusques vivent 
dans les eaux marginales sédimenteuses, entre la surface et 
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1,50 m, dans un type de climax végétal qui ne se rencontre pas 
a de plus grandes profondeurs. 

Ce sont, surtout, des conditions alimentaires et non la pres- 
sion d’eau qui imposent aux mollusques un habitat dans les eaux 
superficielles, car, expérimentalement, il est possible de conserver, 
pendant plusieurs mois, des planorbes vecteurs ect des bulins, 
dans des nasses conditionnées et dans des eaux naturelles, a une 
profondeur de 10 m, en leur fournissant des aliments appropriés 
(Deschiens et Jadin, 1954) {44}. 

La capacilé osmorégulatrice des mollusques (métabolisme de 
l’eau, eau de constitution) dans ses relations avec lhabitat, le 
choix de l’habitat, et l’adaptation a celui-ci, a un intérét biolo- 
gique et pratique. Dans l’eau douce, |’organisme des mollusques 
lutte pour maintenir sa concentration en sels; l’osmorégulation 
apparait comme meilleure chez les adultes que chez les trés 
jeunes individus ; il en résulte, et la preuve expérimentale peut 
en ¢tre apportée, que les larves et les formes juvéniles ne sup- 
portent pas des concentrations salines que les adultes tolérent : 
c’est ainsi que les adulles de P. glabratus peuvent vivre dans des 
eaux dont la concentration en chlorure de sodium peut atteindre 
prés de 6 p. 1 000, alors que les jeunes individus supportent diffi- 
cilement une concentration de 4 p. 1000. Ces constatations ont 
une incidence sur les possibilités d’implantation de populations 
de mollusques dans des systémes aquatiques a salinité relati- 
vernent forte et sur la distribution topographique des vecteurs. 

‘L’élimination d’une partie de Veau de constitution des tissus 
par les vecteurs au moment de l’estivation, de l’hivernage ou de 
lasséchement éventuel des lieux irrigués, ou des mares, ot ils 
vivent, explique leur adaptation 4 un habitat discontinu (mares 
temporaires, canaux asséchés) par une anhydrobiose qui peut se 
prolonger pendant plusieurs mois. C’est ainsi que, pendant la 
saison séche ou pendant les périodes de rotation d’asséchement 
des canaux d’irrigation (Egypte, Soudan), les mollusques, en se 
rassemblant dans les fissurations, les crevasses ou, méme, par 
un géotropisme de circonstance, dans la masse d’un sol argileux 
asséché, ou, encore, dans des enrochements asséchés, ainsi qu’au 
voisinage, ou entre les racines, des arbres riverains, trouvent une 
humidité résiduelle suffisante pour vivre de longs mois en 
anhydrobiose et pour se multiplier de nouveau en saison oppor- 
tune. Expérimentalement, a 18°, B. contortus et P. glabratus 
ont pu étre conservés de trois 4 six mois, en anhydrobiose, et 
O. nosophora pendant cent vingt jours. 


L’adaptation des vecteurs a l’anhydrobiose n’est, le plus sou-- 


vent, réalisable que pour les individus adultes qui peuvent perdre 
jusqu’a 50 p. 100 de leur eau dans cette occurrence, les trés 
jeunes animaux semblent régler moins facilement le métabolisme 
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de leur cau dans les mémes conditions ; cependant, au labora- 
toire, Ritchie (1955) [op. cif.} a pu conserver, dans du coton 
humide, des cxemplaires immatures d’O. nosophora pendant 
quinze a cent quarante-sept jours. 
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Les suspensions de tréponémes de culture [souche Reiter (1)] 
utilisées comme réactif antigénique dans le séro-diagnostic de la 
syphilis permettent de détecter des anticorps spécifiques différents 
de la réagine [8, 2, 42, 3, 40, 4. 4, 9]. 

Mais dans ces suspensions, les corps tréponémiques ont ten- 
dance a s’agglutiner a la longue, d’ow les résultats inconstants 
que Von peut attribuer, en partie, a Phétérogénéité de tels réac- 
lifs [14]. Pour remédier 4 ces inconvénients, on essaya l’extraction 
de certaines fractions antigéniques ; mais la reproductibilité dans 
l’obtention de tels complexes, comme leur conservation, ne 
donnérent pas les résultats espérés. C’est pourquoi, en méme 
temps que certains auteurs [5, 6. 7], nous avons cherché a utiliser 
comme « réactif antigénique » une suspension de particules obte- 
nues par désintégration des corps spirochétiens 4 l’aide des ultra- 
sons, 

La suspension ainsi réalisée peut avoir des caractéres immu- 
nologiques différents de celle des corps spirochétiens habituel- 
lement employés. Cette différence peut provenir de la dénaturation 
par les ultra-sons de certaines fractions antigéniques ou de la 


(*) Manuscrit recu le 7 janvier 1957. 

(**) Travail réalisé avec l’aide de 1’Institut National d’Hygiéne (pro- 
fesseur Bugnard) et de la Caisse Nationale de la Sécurité Sociale. 

(1) Souche Reiter : souche isolée en 1922 par Wassermann et Ficker, 
entretenue ensuite, a l'Institut sérothérapique de Saxe par Reiter, 
qui lui donna son nom. Ces tréponémes sont dépourvus de pouvoir 
pathogéne pour homme et les animaux. 
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libération de nouveaux complexes. Aussi avons-nous envisagé, en 
méme temps qu'une étude sur l’activité, la stabilité et la conser- 
vation de l’antigéne, des recherches sur |’évolution des anticorps 
syphilitiques détectés par ce réactif antigénique (T.U.S.), tant 
dans la syphilis expérimentale que dans la syphilis humaine ; cela 
dans le but de comprendre les dissociations susceptibles d’appa- 
raitre entre les résultats fournis par cet antigéne et ceux donnés 
par les tests sérologiques détectant d’autres anticorps syphilitiques 
(réagine et immobilisine) et qui seraient appliqués sur les mémes 
échantillons de sérum. 


‘ 


I. — LA PREPARATION DE L’ ANTIGENE. 


1° La suspENSION-MiRE. — Des cultures massives de tréponémes 
sont obtenues en anaérobiose sur bouillon V.F. additionné de 
thioglycollate de sodium et de sérum de lapin. Vers le neuviéme 
jour, aprés l’ensemencement, la culture, alors trés riche en corps 
spiralés est centrifugée. Les tréponémes ainsi recueillis sont lavés 
plusieurs fois dans l’eau salée a 0,9 p. 100, puis remis en suspen- 
sion dans un faible volume d’eau physiologique additionnée de 
0,3 p. 100 d’acide phénique. 

La suspension est ensuite soumise a Jlinfluence des ultra- 
sons (2) pendant vingt minutes sous atmosphére d’azote. Apres 
dilution de la suspension en eau physiologique phéniquée a 0,3 
p. 100, une légére centrifugation (2 000 tours par minute pendant 
dix minutes) permet d’ éliminer les quelques amas formés durant 
Vopération. 

Cette suspension, apres titrage de son activité antigénique, est 
diluée avec de l’eau physiologique phéniquée 4 0,3 p. 100 et cons- 
litue « la suspension-mére ». 

L’examen microscopique, sur fond noir, d’une goutte de cet 
antigéne montre une grande homogénéité corpusculaire, sous 
forme d’une poussiére granulaire extrémement fine, uniformé- 
ment répartie et animée du mouvement brownien. 

Elle est maintenue a 6° dans l’armoire frigorifique. Des échan- 
lillons de cet « antigéne » conservés dans ces conditions pendant 
prés de deux ans, n’ont montré aucune modification de leur acti- 
vité sérologique. 


(2) Caractéristiques : quartz, 10 mm; fréquence, 288 K/cycles ; la 
poussée de radiation de l’ensemble du faisceau est équilibrée par un 
poids de 8 g. L’opération est réguliérement interrompue pour évite- 
toute élévation de température. 

Cette technique a été réalisée grace 4 l’obligeance et au concours du 
professeur Blanquet et de M. Mounier, que nous sommes heureux de 


remercier. 
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2° [LA SUSPENSION ANTIGENIQUE UTILISEE DANS LA REACTION DE 
PIXATION DU COMPLEMENT. — Pour pratiquer des réactions de fixa- 
tion du complément en utilisant ce matériel antigénique, il faut, 
au préalable, prélever un certain volume de la suspension-mere 
et la diluer au 1/10 avec de l’eau physiologique. Cette dilution 
peut alors étre utilisée comme une suspension cardiolipidique et, 
comme elle, doit étre refaite chaque jour. La technique que nous 
avons choisie est celle de Kolmer (fixation longue 4 basse tempé- 
rature). 

La suspension-mére a + 6°, sédimente 4 la longue. I] faut done 
l'agiter avant de faire la dilution du jour avec l’eau physiologique 
afin d’obtenir une suspension homogeéne de particules de trépo- 
nemes. 


Il. — R&suLTats OBTENUS AVEC LA SUSPENSION ANTIGENIQUE. 


Plusieurs milliers de sérums provenant d’individus syphilitiques 
ou non ont été ainsi testés et ont permis de juger de la spécificité 
e! de Ja sensibilité du réactif antigénique. 

Ces mémes sérums furent soumis aux tests cardiolipidiques 
pour la recherche de la réagine syphilitique et sur un certain 
nombre, il a été réalisé le test de Nelson. 

Les résultats obtenus seront analysés dans une publication ulté- 
rieure. Des discordances existent parfois entre le test de fixation 
du complément utilisant notre antigéne tréponémique, les tests 
cardiolipidiques et le test de Nelson, tant pour les résultats quali- 
tatifs que quantitatifs. 

C’est pour interpréter ces dissociations qu’il fut établi, chez le 
lapin syphilisé et chez homme syphilitique, des courbes compa- 
ratives de Vanticorps détecté par cet antigéne et de la réagine 
syphilitique détectés par un test de microagglutination (réaction 
de Kline) et un test de fixation du complément (réaction de 
Kolmer). 


Ill. — Evo.urion DES ANTICORPS ANTITREPONEMIQUES 
AU COURS DE L’ INFECTION SYPHILITIQUE. 


A, Cnez Le Lapin. — Protocole. — 16 lapins males adultes, 
de 2 kg a 2,500 kg et dont l’examen sérologique préalable a permis 
de vérifier quils étaient exempts de tréponématose, sont inoculés. 
par voie intratesticulaire, avec des quantités importantes mais 
variables de tréponémes pathogénes (souche Nichols). 

Chez certains, on laisse évoluer l’affection, chez d’autres on 
linterrompt 4 Vaide de pénicilline retard (2 injections de 400 000 
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unités d’extencilline & quarante-huit heures d’intervalle). Suivant 
les cas, le traitement antisyphilitique est administré de facon pré- 
coce (trois 4 cing semaines aprés l’inoculation) ou de facon tardive 
(quatre & douze mois). 


Les animaux traités et ceux qui ne le sont pas, sont réguliére- 
ment saignés et leurs sérums sont testés pour évaluer leur teneur 
en anticorps, avec l’antigéne T.U.S. (fixation du complément) et 
Vantigene cardiolipidique (technique de Kline et de Kolmer). Les 
résullats ont permis d’établir des courbes sérologiques pour 
chacun des anticorps. 


Résultats. — a) Chez les lapins syphilisés non traités : 

La détection des anticorps anti-T.U.S. est souvent plus précoce 
que celle de la réagine syphilitique décelée, soit par le test de 
micro-agglutination de Kline, soit par le test de fixation du complé- 
ment de Kolmer. Dans certains cas, c’est avec un mois d’avance 
que le test 4 l’antigéne tréponémique s’est montré positif. 

Dans tous les cas, la surveillance sérologique quantitative 
montre une ascension plus rapide des anticorps anti-T.U.S. que de 
la réagine et ce n’est qu’un temps variable aprés l’inoculation 
que les courbes sérologiques atteignent leur maximum. Le titre 
maximum atteint varie pour chaque anticorps d’un animal a un 
autre : de 1/32 a 1/128 pour Danti-T.U.S., de 1/16 a 1/128 pour 
Ja réagine syphilitique (Kline et Kolmer). La figure 1 montre 
Pévolution des courbes sérologiques chez 4 des animaux en 
expérience. 


b) Chez les lapins syphilisés puis stérilisés précocement par la 
pénicilline, on constate rapidement, apres V’institution du_traite- 
ment, une chute du titre en anticorps, mais bien que le titre en anti; 
corps anti-T.U.S. soit plus élevé au moment du traitement que 
celui de la réagine, ¢’est cet anticorps qui disparait le premier 
du sang. L’examen de la fiure 2 (lapins J, et J,) montre bien, 
dans ce cas, la dissociation des courbes sérologiques, apres 
institution du traitement: la pente des courbes de la réagin¢ 
est moins accuscée. 


c) Chez les lapins syphilisés et stérilisés tardivement par la 
pénicilline, le titre en anticorps du sérum est, en général, assez 
élevé au moment du traitement : c’est tantot la réagine, tantét l’an- 
licorps anti-T.U.S. qui existe en plus grande quantité. Mais assez 
vite aprés le traitement, on pourra constater une chute de la teneur 
en anticorps. Ce sont toujours les courbes de réagine qui amor- 
cent, les premiéres, un fléchissement et ce sera cet anticorps qui 
disparaitra le premier. Les courbes de deux animaux de ce lot (E 7 
et E 44) de la figure 2 mettent bien ce phénoméne en évidence. 
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Vic. 1. — Apparition et évolution des anticorps chez des Japins syphilisés (souche 

Nichols), En abscisse : temps exprimés en mois. En ordonnée : titre en anticorps 

exprimé en fonction du logarithme de la dilution (base 2) : O ©. anti-T.U.S. 

(technique de Kolmer); 4&———A anti-cardiolipidique (réaction de Kolmer) ; 
O35: @ anti-cardiolipidique (réaction de Kline). 


tic. 2. — Apparition des anticorps chez des lapins syphilisés (souche Nichols) et 

disparition aprés traitement par la pénicilline retard, En abscisse : temps exprimés 

en mois. En ordonnée : titre en anticorps exprimé en fonction du logarithme de 

la dilution (base 2) : O O anti-T.U.S. (technique de Kolmer) ; pm ———<4 

anti-cardiolipidique (réaction de Kolmer); @....... @ anti-cardiolipidique (réaction 
de Kline). 
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B. Cnez L’nowmr. — Des malades syphilitiques, relevant de par 
leurs signes cliniques des périodes primaires, secondaires ou ter- 
aires, ou en période latente (syphilis sérologique) ont été régu- 
lérement soumis a des tests sérologiques aprés un traitement par 
de la pénicilline retard (P.A.M.) a des doses variant de 2 400 000 
4 18 000 000 d’unités. 


Dans un cas de syphilis primaire, examiné dés la période pré- 
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Vie. 3. -—— Evolution des anticorps en syphilis humaine avant et apres traitement 
(pénicilline retard) 4 divers stades de la maladie. En abscisse : temps exprimés en 
mois. En ordonnée : titre en anticorps exprimé en fonction du logarithme de la 


dilution (base 2) : O O anti-T.U.S. (technique de Kolmer); 4———A 
anti-cardiolipidique (réaction de Kolmer); @...... @ anti-cardiolipidique (réaction 
de Kline). 


sérologique, le malade a pu étre suivi réguliérement du point de 
vue sérologique pendant plus d’un mois avant que le traitement 
par la pénicilline soit institué. 

Dans les cas d’accidents syphilitiques tardifs, il a été choisi, 
pour cette surveillance sérologique comparative, des malades 
traités depuis un certain temps, car chez de tels sujets oti la 
syphilis évolue depuis longtemps, la diminution du titre en anti- 
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corps est trés lente et les tests mettent de nombreuses années a se 
négativer. 


Résultats. — Ce sont les anticorps anti-T.U.S. qui apparaissent 
les premiers et parfois plus d’un mois avant que la réagine puisse 
étre détectée, soit par les réactions de fixation du complément, 
soit par les réactions de micro-agglutination (fig. 3). 

Au bout d’un temps variable aprés Vinstitution du traitement, 
on constate une chute du titre des divers anticorps et une disso- 
ciation des courbes sérologiques correspondant aux anticorps 
anti-T.U.S., d’une part et a Ja réagine, d’autre part. 

Dans le cas de malades présentant, au moment du traitement, 
des accidents primaires ou secondaires, c’est l’anticorps anti- 
tréponémique qui disparait le plus vite du sang; dans le cas 
d’accidents tardifs (accidents tertiaires) c’est, au contraire, la 
réagine. Enfin, dans les syphilis latentes, un ou l’autre des anti- 
corps disparait indifféremment le premier. 

Les courbes sérologiques correspondant 4 5 de ces malades 
(fig. 3) illustrent le comportement de ces anticorps aprés trat- 
tement. 


Discussion. 


L’antigéne T.U.S. peut étre utilisé pour les réactions de fixation 
du complément, car 4 la concentration a laquelle il est employé, 
il est complétement dépourvu de pouvoir anticomplémentaire et 
son activité antigénique ne change pas, méme apres une conser- 
vation de prés de deux ans, a la température de + 6°. Aussi, en 
ulilisant un test sérologique de fixation lente du complément a 
basse température (technique de Kolmer), il peut parfaitement 
servir dans les mémes conditions que le réactif cardiolipidique. 

Il permet de déceler, aussi bien chez Vhomme que chez le lapin, 
des anticorps élaborés vis-a-vis du tréponéme pathogéne. Ces 
anticorps existent au cours des différentes périodes cliniques de 
affection. On les retrouve, en particulier, dans la syphilis 
ancienne (accidents tertiaires) et chez le lapin, on les décéle encore 
alors que l’animal a été syphilisé plus de trois ans auparavant. 


Ces anticorps anti-T.U.S. apparaissent dans le sang, trés tot 
aprés l'infestation, souvent bien avant la réagine, que celle-ci soit 
recherchée par une technique de fixation du complément ou de 
micro-agglutination. Is sont élaborés en assez grande quantité par 
l’organisme parasité puisque nous avons pu obtenir des réactions 
positives avec l’antigéne T.U.S. sur des dilutions de sérum humain 
ou animal au 1/128. 


Mais les délais d’apparition de ces anticorps T.U.S., bien que 
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plus courts que ceux de tous les autres anticorps syphilitiques, 
dépendent de l’intensité du développement de Vinfection, car chez 
le lapin on peut constater que le laps de temps qui s’écoule entre 
Vapparition des anticorps anti-T.U.S. d'une part, et de la réagine 
syphilitique d’autre part, est fonction de l’importance de l’ino- 
culam. 

Les recherches quantitatives montrent que la quantité d’anti- 
corps croit rapidement dans le sang. Mais si une thérapeutique 
efficace vient enrayer Vinfection tréponémique, le taux de ces 
mémes anticorps décroit plus ou moins brusquement. Cette chute 
est également conditionnée par lancienneté de laffection avant 
Vinstitution du traitement. 

Dans Vensemble, Vantigéne T. U.S. permet d’établir, chez 
‘homme et le lapin, des courbes sérologiques dont l’allure géné- 
rale est comparable & celles de la réagine syphilitique, de ’immo- 
bilismme et des anticorps anti-Pallignost (8), mais pas entiérement 
superposables. 

L’examen de ces courbes sérologiques permet de constater 
qu’apres le traitement, la production des anticorps anti-T.U.S. et 
de la réagine diminue dans des proportions différentes et dépend 
de Vancienneté de Vaffection au moment oti Je traitement a été 
institué. 

En effet, dans le cas de traitement précoce, Vanticorps T.U.S. 
disparait du sang le premier ; au contraire, dans le cas de traite- 
ment tardif (par exemple une syphilis de plus de quatre mois chez 
le lapin) l'organisme élabore Vanticorps T.U.S. plus longtemps 
que la réagine. 

C’est déja une preuve que les anticorps détectés par des trépo- 
némes de culture lysés par les ultra-sons (antigéne T.U.S.) sont 
différents de ceux décelés avec les mémes tréponémes seulement 
mis en suspension (Pallignost). Car dans une étude comparative 
sur lévolution des anticorps anti-Pallignost et de la réagine chez 
des syphilitiques traités, Puccinelli [42, 14, 46] a pu conclure que 
les anticorps tréponémiques (T.L.) disparaissaient avant la réagine 
dans la syphilis ancienne et, aprés cette derniére, dans Ja syphilis 
récente, Nous avons constaté avec Vantigene T.U.S. un phéno- 
méne inverse. 

Par contre, l’évolution des anticorps anti-T.U.S. se rapproche- 
rait plutét de celle des immobilisines, avec la différence qu’au début 
de Pinfection ils apparaissent avant la réagine, alors que les immo- 
bilisines n’apparaissent que bien plus tard, souvent méme, chez 
homme, seulement a la période des accidents secondaires. 


(3) Pallignost : forme commerciale de suspensions de Tréponémes 
de Reiter. 
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La dissociation des courbes sérologiques anti-T.U.S. et réagine 
apres le trailement du malade peut ¢tre un moyen biologique de 
différenciation des syphilis récentes et des syphilis tardives en 
l’ « absence de signes cliniques ». ; 

C'est ainsi que dans Ie cas de syphilis latente de la figure 3, 11 
s‘agirait d’une syphilis sérologique chez un individu porteur depuis 
longtemps de tréponémes. 

Mais a en croire certains auteurs (Puccinelli (43, 16]), les anti- 
corps antitréponémiques s’altéreraient plus rapidement que les 
sulres et, en particulier, que la réagine. Ce serait alors une cause 
de dissociation entre les résultats des tests sérologiques quand 
ceux-ci sont pratiqués un certain temps aprés le prélévement 
sanguin. 

Nous avons pu vérifier qu’il n’en est rien pour ceux correspon- 
dant a Vantigéne T.U.S. Des expériences réalisées sur divers 
échantillons de sérums conservés pendant des temps plus ou moins 
longs et sur des sérums lyophilisés maintenus pendant dix-huit 
mois 4 des températures de — 25°, + 4° et + 18° nous ont montre 
que ces anticorps ne présentent pas de fragilité particuliére et que 
les modifications de leurs activités étaient en tout point compara- 
hles a celles constatées pour la réagine syphilitique. 

Enfin, il faut noter que les anticorps anti-T.U.S. traversent les 
barriéres méningées et placentaires, car on peut les déceler dans 
'e liquide céphalo-rachidien de certains syphilitiques et dans le 
sang des nouveau-nés non syphilitiques mais issus de méres, 
anciennes syphilitiques, traitées avant ou pendant leur grossesse. 

D’ailleurs, le coefficient de filtrabilité placentaire, établi en com- 
parant Ja teneur en anticorps du sang de la mére et celui de l’en- 
fant, est d’une valeur sensiblement identique pour la réagine syphi- 
litique et lanticorps anti-T.U.S. 

La détection des anticorps anti-T.U.S. dans le sang et les 
humeurs apporte donc un élément nouveau au diagnostic sérolo- 
gique de la syphilis puisqu’elle concerne des anticorps différents 
de ceux mis en évidence par la sérologie classique, le test de 
Nelson et les simples suspensions de tréponémes de culture. 


RiésumeE. 


Des tréponémes de culture soumis A I’action des ultra-sons per- 
mettent d’obtenir un « réactif antigénique » (T.U.S.) qui conserve, 
a 6° et en solution phéniquée, son activité antigénique pendant 
longtemps. 

Les anticorps anti-T.U.S. qu’il décéle dans le sang et les 
humeurs sont différents de la réagine syphilitique. 

En se basant sur leur évolution dans l’organisme svphilitique 
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traité ou non, ils different de ceux détectés par le test de Nelson 
ou par de simples suspensions de tréponemes de culture (type 
Pallignost). 

L’évolution des anticorps anti-T.U.S. chez les syphilitiques 
lraités, comparée a celle de la réagine, permettrait de les rappro- 
cher des immobilisines. 

Pour le diagnostic de l’affection syphilitique, les anticorps anti- 
T.U.S. présentent l’avantage d’apparaitre dans le sang encore 
plus précocement que la réagine. 


SUMMARY 


A STUDY OF SYPHILIS SEROLOGY WITH AN ANTIGEN CONSISTING 
OF A CULTURE 
OF TREPONEMATA DISINTEGRATED BY ULTRA SOUND waves (U.S.T.). 


I. — Evoturion or U.S.T.-ANTIBODIES IN THE COURSE 
OF SYPHILITIC INFECTION. 


By subjecting cultured Treponemata to ultra sound waves it is 
possible to obtain an « antigenic reagent » (U.S.T.) which pre- 
serves a long time its antigenic power when kept at 6° C in phenol 
solution. 

Antibodies demonstrated in blood and body fluids with this 
reagent differ from the syphilitic reagin. 

Their evolution in the syphilitic patient, treated or not treated, 
also shows that they differ from the antibodies demonstrated by 
the Nelson test or by usual cultured Treponemata suspensions 
(Pallingnost type). . 

The evolution of anti-U.S.T. antibodies in the treated syphilitic 
patient shows their relationship with immobilisines. 

Anti-U.S.T. antibodies appear in the blood still earlier than 
reagin, and this phenomenon is important for the diagnosis. 
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LA CLASSIFICATION DES ACTINOMYCETES 
PRODUCTEURS D’ANTIBIOTIQUES 


par N. A. KRASSILNIKOFF (*), 


(Institut de Microbiologie, Moscou) 


Dans cette communication, nous nous occuperons de la classifi- 
cation des actinomycétes du point de vue de l’espéce en tant 
qu’umité de diagnostic. La pratique de la recherche et de l’étude 
des antibiotiques lVexige. 

Nous avons souligné maintes fois (1951-1952) que chaque 
microbe antagoniste produit des substances antibiotiques déter- 
minées. Cette constatation était fondée sur plusieurs années de 
recherches, portant sur les rapports antagonistes entre les 
microbes. Elle a été confirmée par nos recherches ultérieures, 
ainsi que par les données de la littérature. Elle a servi de point 
de départ A tous nos travaux sur les antibiotiques, la différen- 
ciation et la caractérisation de leurs producteurs (actinomycétes). 

Depuis la découverte des premiers antibiotiques (streptomycine, 
auréomycine, etc.), de trés nombreux actinomycétes ont été étudiés 
en tant que producteurs de substances antibiotiques. 

En dix A douze années, un immense matériel a élé ainsi accu- 
mulé, des centaines de cultures ont été décrites comme antago- 
nistes puissants, plus de 500 antibiotiques ont été découverts, dont 
un grand nombre sont utilisés en médecine, en art vétérinaire, 
dans l’agriculture et l’élevage. 

Le moment est venu d’analyser soigneusement cette masse de 
matériel et de l’étudier systématiquement. IJ faut analyser non 
seulement les préparations anlibiotiques, mais encore les micro- 
organismes qui les produisent. 

Malheureusement, la plupart des auteurs, en décrivant les anti- 
biotiques qu’ils ont découverts, ou bien ne donnent aucun rensei- 
gnement sur les actinomycétes qui les produisent, ou bien leurs 
renseignements a ce sujet sont insuffisants. 

Par exemple, dans la littérature, Act. griseus est décrit comme 
produisant des antibiotiques trés différents, tels que streptomycine, 
candicidine, griséine, streptocine, rodomycine, etc. 


(*) Manuscrit recu le 15 décembre 1956. 
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Or, la description la plus sommaire de ces actinomycétes pro- 
ducteurs montre qu’il y a des différences notables entre eux. Les 
producteurs de streptomycine et de griséine, d'une part, et ceux 
de la candicidine et de la rodomycine, d’autre part, se distinguent 
les uns des autres par leurs caractéres culturaux, morphologiques 
et biologiques. 

Notons que la détermination systématique du micro-organisme 
producteur de la streptomycine, telle qu’elle figure dans la litté- 
rature, est sujette a caution. Krainsky (1914), qui fut le premier 
a décrire Act. griseus, lui donne une caractéristique différente de 
celle indiquée par d’autres auteurs. Pour cette raison, en nous 
servant des régles taxonomiques et de nomenclature, admises par 
le Congrés International des Botanistes, section de Microbiologie, 
nous avons rattaché en 1949 l’actinomycéte producteur de la strep- 
lomycine a l’espéce Act. globisporus, variété Act. globisporus 
streptomycini. Actuellement, nous avons des raisons de considérer 
cet organisme comme une espéce indépendante, que nous propo- 
sons de nommer Act. sfreptomycint. 

Une grande confusion régne dans le groupe d’actinomycétes 
pigmentés, producteurs de viomycine, vinactine, viocine, vina- 
céline. Quelle est la taxonomie des actinomycétes producteurs de 
ces santibiotiques ? 

Le bien-fondé de la différenciation des producteurs de la chlo- 
romycétine (Act. venezuelae) et de la souche nommée Act. pheo- 
chromogenus est douteux. ‘Les producteurs d’ehrlichine, de laven- 
duline, de pléocidine, de la streptine, de la streptotricine, etc. 
sont insuffisamment étudiés et différenciés. Font-ils réellement 
partie d’une méme espéce ? 

L’incertitude de la position systématique des producteurs 
d’antibiotiques est fonction, d’une part, de l’insuffisance de carac- 
teres extérieurs connus, d’autre part, de la grande variabilité el 
du polymorphisme des espéces actinomycétiques. 

Pour mettre en évidence ces différences, des méthodes nouvelles, 
plus sensibles, sont nécessaires, permettant de définir les parti- 
cularités biochimiques des organismes, notamment celles qui 
assurent leur existence dans la nature, et que l’on peut déterminer 
par l’analyse de laboratoire. I] s’agit en somme de la recherche 
des métabolites possédant les caractéres antimicrobiens, c’est- 
a-dire des antibiotiques. 


Les antibiotiques ne sont pas des produits accidentels ou acces- 
soires du métabolisme des actinomycétes-antagonistes. Il a été 
démontré que ce sont des produits formés par les organismes au 
cours de l’évolution de l’espéce, indispensables pour la lutte pour 
l’existence avec des concurrents. L’action des antagonistes et des 
substances antibiotiques qu’ils produisent est spécifique. 
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_ La spécificité de l’antagonisme se manifeste par l'activité sélec- 
tive. Les microbes-antagonistes, avec leurs armes antibiotiques, 
ne frappent pas tous les microbes, mais seulement certains, rigou- 
reusement définis et appartenant aux espéces concurrentes. 

Une remarquable particularité des antagonistes consiste en ce 
que leurs antibiotiques n’agissent pas sur les cellules de leur 
propre culture, ni sur les cultures appartenant a la méme espéce. 

En soumettant deux ou trois espéces bien connues, par exemple 
A. venezuelae, A. rimosus et A. griseus Krain. & une réaction 
croisée par un procédé connu (ensemencement de l’antagoniste 
sur la culture du concurrent), nous obtenons le méme résultat. 


Chaque culture n’inhibe que la croissance d’espéces différentes 
(tableau I). 


Tasreau I. — Antagonisme entre différentes espéces d’actinomycétes. 


Actinomycétes testés 


Act.venezuelae} Act.rimosus 


Antagonistes 


Act .venezuelae - 
Act.rimosus 
Act .griseus 


Lorsque nous agissons sur les cultures-tests de ces mémes acti- 
nomycétes non pas avec les cultures vivantes des antagonistes, 
mais avec leurs antibiotiques chimiquement purs, le résultat est 
le méme. La chloromycétine inhibe la croissance de A. rimosus 
et de A. griseus, mais pas celle de son producteur A. venezuelae. 
La terramycine inhibe la croissance de A. venezuelae et A. griseus 
mais n’a aucune action sur la croissance de son producteur 
A. rimosus. La griséine inhibe A. venezuelae et A. rimosus et 
‘agit pas sur son producteur A. griseus. 

Un antibiotique chimiquement pur n’est pas seulement inactif 
vis-a-vis de son propre producteur, mais de toutes les souches 
appartenant 4 la méme espéce. Les cultures d’une méme espéce 
ne sont pas antagonistes entre elles. Dans notre collection nous 
avons plus de 300 cultures de A. streptomycini, isolées de diffé- 
rents sols de l’Union Soviétique (limons, rivicres, lacs, mers et 
autres substrats naturels). Toutes se conduisent envers la strepto- 
mycine comme une seule culture, comme le méme producteur. 
Toutes ces souches sont sans antagonisme entre elles, toutes pro- 
duisent le méme antibiotique : la streptomycine. 

L’appartenance de ces souches A l’espéce A. sireptomycini et 
la présence d’un méme antibiotique sont confirmées par la réac- 
tion des bactéries-tests résistantes 4 la streptomycine. Staph 
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aureus, streptomycino-résistant, n’est inhibé par aucune de ces 
cultures. Enfin, nous avons obtenu, 4 partir de 8 souches, des 
préparations chimiquement pures qui ne différent pas sensible- 
ment de la streptomycine et appartiennent sans aucun doute au 
méme type d’antibiotique. L’antibiotique obtenu a partir d’une 
de ces cultures a élé éprouvé dans des cliniques de tuberculeux 
et a eu le méme effet que la streptomycine standard. 

L’absence d’antagonisme entre les souches d’une méme espéce 
a été observée chez A. coelicolor (60 souches), A. griseus 
(150 souches), A. longisporus (22 souches) et d’autres actino- 
mycétes. Dans tous les cas, les cultures antagonistes, si réel- 
lement e'les appartiennent 4 une méme espéce, ne sont pas anta- 
gonistes entre elles et ne s’inhibent pas les unes les autres. 

Ceci ne peut provenir que du fait qu’elles produisent le méme 
antibiotique. Ce fait est confirmé par le comportement des bac- 
téries rendues artificiellement résistantes, ainsi que par l’affinité 
entre eux des antibiotiques chimiquement purs. 

En régle générale, toutes les souches appartenant 4 une seule 
espéce, inhibent la croissance de toutes les souches de l’espéce 
concurrente. Si la culture n° 56 d’A. globisporus inhibe 
150 souches d’A. griseus, les autres 49 cultures d’A. globisporus 
sont antagonisles envers les mémes 150 souches d’A. qriseus 
(tableau IT). 


Tasteiu Il. — Spécificité des interactions des antagonistes. 


Act.longisporus ! A.griseus ! A.globisporus 
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Les microbes antagonistes n’inhibent pas, par leurs antibio- 
tiques, toutes les espéces ¢trangéres, mais seulement les eSpeces 
concurrentes, selon leur spécificité d’espece (tableau III). 


CLASSIFICATION DES ACTINOMYCETES 601 
Tasreau Ill. — Interactions antagonistes entre différentes espéces. 


Organismes - tests 


B ! 1 
lA.streptopA.gri-,A.cureo-, A.vene-1\.fra-!A.laven- 


! mycini ,seus ,faciens yzuelae , diae ,dulae 
t ! ! ! : 


||A.-streptomycini 
|\A-griseus 
A.longisporus 
A.lavendulae 


A.coelicolor 


L’antagonisme entre les espéces peut étre unilatéral ou bila- 
téral. Dans le premier cas, une culture inhibe l’autre, mais pas 
inversement ; dans le second, les deux concurrents inhibent leur 
croissance réciproquement. Le tableau III montre qu’une espéce 
peut présenter les deux sortes d’antagonisme. Par exemple, 
A. streptomycini présente un antagonisme réciproque avec A. gri- 
seus et un antagonisme unilatéral avec A. lavendulae. Le méme 
phénoméne est observé dans les corrélations entre A. griseus et 
A. lavendulae. 

Cette régularité de l’antagonisme entre les microbes, condi- 
tionnée par leurs produits spécifiques antibiotiques, doit étre dis- 
tinguée du phénomeéne d’inhibition réciproque des microbes les 
uns par les autres, apparemment de nature antibiotique, mais 
conditionné en réalité par des produits non spécifiques : alcools, 
acides, oxydes et autres. Leur action sur les microbes n’est ni 
réguliére, ni spécifique et se rapproche plutot de l’action des 
antiseptiques ou des substances nécrosantes, produisant 1|’auto- 
intoxication des organismes. Ces phénoménes d’auto-intoxication 
sont observés chez certains actinomycétes pigmentés (Act. vio- 
laceus, actinomycétes rouges ct bleus). 

Les caractéres de JVinteraction antagoniste d’actinomycétes 
et de la spécificité de la réaction de l’espéce aux substances anti- 
biotiques sont trés réguliers et peuvent servir de méthode pour 
la systématique des espéces et la différenciation des antibiotiques. 

En nous servant du principe de la spécificité de l’antagonisme, 
nous avons établi une méthode d’antagonisme croisé qui nous 
a permis de mettre en évidence [hétérogénéité de nombreuses 
espéeces. Les espéces, considérées auparavant comme homogénes, 
apparurent complexes et diverses. On a pu les différencier ct 
définir ainsi des espéces indépendantes, avec des particularités 
biologiques trés nettes. 

C’est ainsi que nous proposons de diviser A. globisporus 
Krass. en 8 a 10, peut-étre davantage, unités taxonomiques, 
dont quelques-unes sont incontestablement des espéces indépen- 
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dantes, et d’autres sont probablement des variétés. Par leurs 
caractéres biochimiques et biologiques, elles différent netlement 
du représentant typique du groupe, A. streplomycint. La méthode 
d’antagonisme croisé permet de les différencier nettement. 

Au sein d’un autre groupement trés connu et considéré 
jusqu’ici comme une seule espéce, A. celicolor, nous avons 
distingué au moins 6 espéces et plusicurs variélés (parmi 
150 cultures). Ces espéeces ne different pas entre elles par leurs 
caracléres extérieurs, mais sont facilement différenciées biolo- 
giquement et biochimiquement. La méthode de lantagonisme 
croisé fait ressortir trés nettement cette différence. 

Chaque espéce produit son propre anlibiotique. Elles different 
les unes des autres par leur spectre biochimio-antimicrobien, 
leurs caractéres toxiques, pharmacologiques, thérapeutiques et 
chimiques. 

Des données analogues sont oblenues par l'étude approfondie 
d’autres groupements, ou ensembles d’espéces, dils « grandes 
especes ». 

Une diversité particuliérement étendue se manifeste parmi les 
actinomycétes gris qui, par leurs caractéres culturaux et mor- 
phologiques, appartiennent a A. griseus. C’est une espece 
trés répandue et fréquente dans le sol et d’autres substrats 
naturels. Nous avons étudié une partie relativement restreinte 
(500 parmi 5 000) des cultures de notre collection. Les unes sont 
indubitablement des espéces différenciées, d’autres ne sont que 
des variétés. Quinze unités taxonomiques indiscutables ont été 
isolées. Parmi elles on trouve des espéces nettement caractérisées 
par les antibiotiques qu’elles produisent, ainsi que par leur action 
sur les phages, les virus et les agents d’autres infections bacté- 
riennes, mycoliques, actinomycétiques, protozoaires et autres. Ce 
groupe est étudié par nous actuellement avec les méthodes sus- 
indiquées. 

La méthode de l’antagonisme croisé nous permet non seu- 
Jement de distinguer minutieusement les espéces, mais également 
de mettre en évidence et didentifier les substances antibiotiques. 
Nous proposons son emploi dans la pratique du laboratoire et 
dans l'industrie anlibiotique, pour Videntification et le groupement 
des organismes, ainsi que pour la recherche de nouveaux antibio- 
tiques. 


Résums. 


Le classement systémalique des actinomycétes producteurs 
d’antibiotiques est rendu difficile, d’une part, par la connaissance 
insutfisante de leurs caractéres extérieurs, d’autre part, par la 
grande variabilité et le polymorphisme des espéces d’actinomy- 
cétes. L’auteur propose une nouvelle méthode de classement 
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(apres les antibiotiques produits par ces microorganismes., On 
peut, en clfet, considérer ces métabolites antibiotiques comme 
des moyens indispensables de la lutte pour Vexistence entre 
concurrents : ils ne déploient leur activité que vis-a-vis d’espéces 
microbiennes concurrentes. Ils n’agissent jamais sur des membres 
de la méme espéce. En régle générale, toutes les souches appar- 
tenant 4 une seule espéce produisent un antibiotique inhibant la 
croissance de toutes les souches de l’espéce concurrente. L’auteur 
donne plusieurs exemples de ce phénomeéne. L’antagonisme entre 
les espéces peut ctre unilatéral ou bilatéral. La spécificité rigou- 
reuse des substances antibiotiques produites par différentes 
especes peut servir de méthode pour la systématique et la diffé- 
renciation de ces dernicres. Par une méthode d’antagonisme croisé, 
auteur a réussi 4 mettre en évidence lhétérogénéité de nom- 
breuses espéces considérées, jusqu’icl, comme homogénes. 


SUMMARY 


THE CLASSIFICATION OF ACTINOMYCETES PRODUCERS 
OF ANTIBIOTICS. 


The classification of Actinomycetes producers of anlbiotics is 
difficult, in the first place because of our insufficient knowledge 
of their morphology, secondly because of the great wariability 
and polymorphism of the species they belong to. 

The author suggests a new classification method, based on the 
antibiotics produced by these microorganisms. The antibiotics 
may in fact be considered as absolutely necessary to the struggle 
for life between rivals; they manifest their activity towards 
competing bacterial species only ; they never show any activity 
against cultures of the same species. Generally all the strains 
of one species produce an antibiotic inhibiting the growth of all 
the strains of the rival species. The author gives several examples 
of this phenomenon. The antagonism between species may he 
uni- or bilateral. The narrow specificity of antibiotics produced 
by various species can be used in taxonomy for the differentia- 
tion of these species. By means of crossed antagonism experi- 
ments, the author has succeeded in demonstrating the hetero- 
eneity of many species considered tll now as homogeneous. 


(oy 
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ACTION INHIBITRICE DE QUELQUES SUBSTANCES 
MINERALES ET ORGANIQUES SIMPLES 
VIS-A-VIS DU SARCOME DE ROUS. 
RELATION AVEC LE PALUDISME AVIAIRE 


par P. BARANGER, M. K. FILER et R. CAVE (*). 


(Ecole Polylechnique et Finedon Laboratory, 
Northants, Angleterre) 


Baranger et Filer [4] ont montré ]’existence d’un antagonisme 
entre le sarcome de Rous et l’infection par P. gallinaceum. Ces 
observations rejoignent celles de W. Trager et R. McGhee [2] qui 
ont montré, par une technique différente de la ndtre, l’existence 
dun pouvoir inhibiteur du plasma de poulets infectés avec 
P. lophurae, vis-a-vis du sarcome du Rous. 

Ces résultats doivent aussi étre rapprochés de ceux de Nadel, 
Greenberg et Coatney [8] qui mettent en évidence un antagonisme 
entre infection paludéenne par P. berghei et une autre affection 
cancéreuse, la leucémie L12-10 de la souris. 

Il nous a paru intéressant d’examiner si des substances antipalu- 
diques possédaient un pouvoir inhibiteur sur l’évolution du sar- 
come de Rous. Nous rapportons ici les résultats obtenus avec des 
substances minérales ou organiques simples, dont Baranger et Filer 
ont mesuré d’autre part [4 et 5] lactivité anti-paludique sur 
P. gallinaceum. Comme l’ont montré ces auteurs, les substances 
en cause ne semblent pas agir directement sur le parasite, puis- 
qu’elles sont incapables d’arréter la formation des oocystes chez 
Aedes aegypti, a la différence des anti-paludiques modernes de 
synthése, tels que la paludrine ou la chloroquine. 

Comme anti-paludiques appartenant a cette catégorie, nous 
avons choisi les substances suivantes (1) : 

Composés organiques: Alcaloides totaux de Cinchona_ succi- 
rubra ; urée, (NH,), —CO; acétylurée, NH, — CO — NH — CO 
— CH, ; diacétylurée, (CH, —CO—N—), = CO; biuret, NH, 

CO — NH — CO — NH, ; triuret, NH, — CO — NH — CO 


(*) Manuscrit recu le 7 décembre 1956. 
(1) Toutefois Vactivité antipaludique de l’acétyl-urée et du diacétyl- 
urée n’a pas été examinée. 
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NH — CO —NH,; urotropine, (CH,), —N,; acide cyanurique, 
(CNOH),. 

Composés minéraux : Nitrate de potassium, KNO, ; bioxyde de 
manganése, MnO, ; sulfate ferreux, FeSO,,Aq; sulfate ferrique, 
Fe,(SO,), ; argent métallique pulvérulent ; cuivre métallique pul- 
verulent ; manganése métallique pulvérulent ; soufre en fleur. 

On trouvera, in fine, les données relatives a l’activité anti-palu- 
dique de ces différents produits. 

Nous avons, d’autre part, examiné dans la plupart des cas, 
Yaction conjuguée de la paludothérapie et des drogues. C’est- 
i-dire que les poulets ont été infectés simultanément avec le sar- 
come de Rous et avee P. gallinaceum. 


TECHNIQUES UTILISEES. 


Les animaux soumis a l’expérimentation sont des poulets de 
4 jours, de sexe male, croisement de Leghorn noir et de Rhode 
Island rouge. 

L’infection paludéenne est obtenue par la méthode décrite par 
Baranger et Filer {6}, au moyen d’une injection intraveineuse de 
22 millions de parasites en suspension dans du sang dilué de 
deux fois son volume de liquide citraté. Dans ces conditions, 
Vinfection paludéenne standard obtenue laisse aux animaux 
témoins une survie de quinze jours environ, c’est-’-dire supé- 
rieure A la durée de l’expérience qui est de onze jours. Cette 
survie est naturellement prolongée par administration des remédes 
anti-paludiques. 

L’infection cancéreuse par le sarcome de Rous est obtenue 
a partir du foie d’un animal de 3 semaines mourant d’un sarcome 
de Rous généralisé. Nous avons utilisé, pour mesurer l activité 
inhibitrice des drogues, la technique rapide décrite par Dickinson 
et Thompson [7]. 

Un foie est broyé (2) avee du sable, dans 10 cm* de bouillon 
Lemco, la suspension est centrifugée et Je liquide limpide surna- 
geant est injecté, a raison de 0,2 cm* sous la peau recouvrant Je 
péritoine. Dans ces conditions, il se développe rapidement une 
infection standard, qui entraine régulicrement la mort des ani- 
maux temoins. 

Tous les animaux en expérience sont sacrifiés le onzi¢me jour. 
On examine la membrane parié¢tale du péritoine dans la région 
de l’injection infectante ct dans toute son étendue. 

La gravité des lésions est affectée d’un index de Ja maniére 
suivante : néant, 0; trés peu de lésions, 1; peu, 2; nombreuses 
localisées, 3; nombreuses généralisées, 4. 

(2) La souche de sarcome de Rous nous a été fournie aimablement 
par M. C. E. Coulthard, Boots Pure Drug Co, Nottingham. 
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On constate que la moyenne des index de gravité est trés régu- 
liérement de 3 a 3,3 pour les animaux témoins. 

Le reméde est administré, par vole sous-cutanée, au lieu de 
Vinfection. Il est donné vingt-quatre heures apres l’infection. Si 
le reméde est soluble, on donne une dose chaque jour, soit en 
tout 9 doses. S’il est solide, on l’introduit en une seule fois, par 
un trocart au leu de l’infection. C’est le cas de remédes tels que 
les poudres métalliques, la diacétyl-urée, l’acétyl-urée, le biuret, 
le triuret, Pacide cyanurique. 

Dans les expériences, ott Jes animaux sont infectés par le 
paludisme surajouté au sarcome de Rous, linfection paludéenne 
est pratiquée en méme temps que l'autre. 


RESULTATS. 


Ils sont rassemblés dans Jes tableaux I, II et IIL. 
Le tableau I rassemble tous les résultats relatifs aux animaux 


Tasieau I. 
ate x NOMBRE D'ANIMAUX 
Ss Foal ira AVEC LESIONS MOYENNES 
Ree Nh ea Ss DE GRAVITE DATES 
a i x 
5°? | Og 
EP ee | Fn 2 3 4 
Ww 


25 28_11_53 
26 : 1tote 
27 e-i_54 | 
28 
29 S22 
30 22-2. —| 
3/ 5-5 
32 : 19_3 | 
33 : Gis 
34 : 16_4 
ae ene | 
4/ ; 23_7 
Fe | : 29_10 
44 Mt | 
AG ‘s : : Bale 
ees e 
an 5_55 


5/ A CT) 


52 
53 


, G27 
ve . Doe, 
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{¢moins. On a introduit, dans ce tableau, les résultats provenant 
d’autres expériences atin de mettre bien en évidence la fidélité 
de la méthode et le caractére constant des réponses des animaux 
a Vinfection cancéreuse par la technique décrite. 

Le tableau se lit de la maniére suivante : 

Colonne 1 : numéros des expériences ; colonne 2 : nombre d’ani- 
maux ; colonnes 3 4 7: nombre d’animaux présentant des lésions 
indexées 0, 1, 2, 3 et 4; colonne 8: moyenne T des index de 
eravité rapportée & un oiseau. 

Le tableau II et le tableau III rassemblent tous les résultats 


Tapceau II. 


ie a . 
WwW x NOMBRE D'ANIMAUX 
MOYENNES 
es Salts 2 DOSES| AVEC LESIONS SNIME 
HM lS & REMEDES EN DE IG RAVING Ey | gioco Ea 
2 eye) Lao baal (err ae a a I et E T 
2 xl|2s oil th || sullen 
i 
25 8 KNO3 + Paludisme 2mgx 8| O 34 Sh 20 
29 7 IL KNO3 2mgx 9} 0} 0 1 5 ! 
54 16 KNO3 2mgx 9} 0 | Sehr | 0) 
— _ 
5/ it KNO3 2mgx9] 0} 0 %f LS) | 
i 26 5 | MnOb> sol.+ Paludisme 10mg | 0O]| ! 1 35/20 
28 9 MnO, solide 10mg OUON | S2ai sale 
a 
Sih 8 FeSO, ,Aq.+Paludisme|2mgx9]}0}0]4) 4) 0 
+—+ 
3/ 9 Fes(SO4)3 +Paludisme |2mgx9}]O0]0O] 1 | 6] 2 
54 | 18 | Fe2(SOq)3 2,mgx9| 0 | O| 3/13 | 2 
26 3 Ag mét. +Paludisme 10mg OF Ones | ie) 
LF / Ag métallique 10mg |] O}0}] 2) 4 ! 
+ 
26 5 Cu met. + Paludisme 10mg | 0 1 eal 20 
27 8 Cu mét 1Omg (ON OS 4a 2130 'S-75)1'0,80 
26 4 Fe mét.+Paludisme 10m OPO Ona (OTS, O S56 |G. 
= g clea 83 
af 8 Fe met. 10mg OF ON eaanes: 1 12,88|3,75] 0,77 
26 5 Mn mét.+Paludisme 10mg ONO Sh 25) tO) 2747 1S, 6 0110; Gir 
28 7 Mn mét 10mg O10) | 4) 2 13,24)3,421)0,91 
26 3 S + Paludisme 10mg }O0}]0}] 0] 3] 0/3,0 |3,60] 0,83 
- 
27 7 Ss Omg | 0 | 0} 0) 6 | 13,14)3,7510,84 
a 
3o°|'5 Paoludisme seul O} 24.6) TA-o°12 301 3,30) 0,70 


relatifs aux animaux traités, soit par des substances orga- 
niques (tableau III), soit par des substances minérales (tableau 1), 
soit par Pune de ces substances et par paludothérapie surajoutée. 
Ils se lisent de la maniére suivante : 

Colonne 1: numéros des expériences; colonne 2: nombre 
(animaux ; colonne 3: reméde employé; colonne 4: doses ; 
colonnes 5 & 9: nombre d’animaux présentant des lésions 
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indéxées 0, 1, 2,-3 ou 4; colonne 10: moyenne E des index 
rapportés & un animal; colonne 11: moyenne T pour les ani- 
maux témoins ; colonne 12: rapport E/T pouvant servir d’indice 
de la valeur thérapeutique. 


Tasieau III. 


] 
| 
| 
| 
| 


Te 
Ww < NOMBRE D‘ANIMAUX 
7) 
o |W DOSES MAVECIECSIONSI NCEnNES 
CAG NIRS ewes x } 
WWE sz REMEDES EN DE GRAVITE << CE 
2Ow!lo2 ng j= 
2 Slices 
Fr ta ra] | 
Acétyl-urée | 
+ Paludisme Loge 
Acétyl-urée 10 
+ Paludisme mg 
Acétyl-urée 10 mg 
Diocétyl—urée | 
+ Paludisme poing 
Diacétyl-urée 10 
+Paludisme Lak 
Diacétyl-urée !Omg 
Urotropine 1Omgx 9 
Urotropine Smgx9 
Biuret 10mg 
Triuret 10mg 
Triuret 10mg 
Urée 2mgx 9 
Acide cyonurique 10mg 
Alc.total Cinchona 2 9 
succ. + Paludisme wes 
Alc. total Cinchona 
succirubra ase) 
Paludisme seul 


Le seul examen de ces tableaux suggére les réflexions suivantes. 


1° Certains produits, employés seuls et sans paludisme sur- 
ajouté, empéchent toujours l’apparition des lésions généralisées, 
indexées 4, alors que chez les témoins, environ 40 4 50 p. 100 
des animaux présentent de telles lésions. 

Ce sont les produits suivants : 

Acétyl-urée, diacétyl-urée, biuret, triuret, urotropine, urée, 
acide cyanurique, nitrate de potassium (dans une expérience). 
On notera que pour chacun d’eux l’indice E/T est inférieur a 0,80. 


2° Lorsque les animaux sont surinfectés avec P. gallinaceum 
effet antagoniste se manifeste en général par une amélioration 
de Yindice E/T, qui se rapproche de celui du paludisme employé 
seul (soit E/T = 0,70 dans l’expérience n° 30). 

3° L’action inhibitrice du paludisme ne semble pas s’ajouter 
4 celle du reméde, lorsque celui-ci est luirméme actif, sauf peut- 
étre dans le cas des alcaloides de C. succirubra. 
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ETUDE STATISTIQUE 


(par R. Cavé). 


Afin d’examiner plus a fond la valeur de ces conclusions, nous 
avons appliqué aux résultats ci-dessus ]a méthode slatistique. 


La dispersion ne provient pas des erreurs du manipulateur | 


mais du caractére aléatoire du résultat considéré, influencé par 
différents facteurs aléatoires (dans le cas présent, non-identité 
absolue entre les divers sujets traités, entre les diverses injec- 
lions, entre les différentes circonstances extérieures, entre les 
estimations des résultats eux-mémes, etc.) 

Devant un tel ensemble de résultats, l’analyse statistique 
permet de calculer le risque que l’on a de se tromper en repous- 
sant une hypothése. Si le risque est faible (une chance d’erreur 
sur 100 ou 1 000...) on agira comme si Vhypothése était inexacte, 
sinon on conclura que les conditions des essais ne permettent 
pas de la repousser. 


Dans le cas présent, le caractére considéré est Je classement 
des gravités des lésions en cing catégories que l’on a coté linéal- 
rement 0, 1, 2, 3, 4. Il est normal, pour un expérimentateur, de 
calculer, pour chaque série d’expériences, la moyenne I des 
valeurs obtenues : c’est aussi ce que fait d’ordinaire un statis- 
ticien. Mais dans le cas actuel, on ne pourra pas tester par des 
méthodes statistiques correctes les différentes moyennes IE obte- 
nues pour les raisons suivantes: les tests statistiques les plus 
courants, qui s’ ‘appliquent a des résultats quantitatifs, supposent 
que les mesures suivent Jes lois normales (ou de ‘Laplace-Gauss). 
I] n’y a aucune raison pour que la classification 0, 1, 2, 3, 4 suive 
une loi normale et si par hasard il en était ainsi, les 5 classes 
réduites en fait 4 3 ou 2 sont insuffisantes pour distinguer deux 
lois normales. On est donc obligé, pour tester ces résultats, 
d’utiliser des méthodes se rapportant a des proportions, ana- 
logues par exemple a celles que l’on utilise pour tester un lot de 
piéces classées en bonnes ou mauvaises. 


Principe : Supposons que dans un ensemble trés grand N de 
pieces contenant une proportion p, de pieces d'une catégorie 
numérotée i on préléve un échantillon de n piéces, La théorie, 
basée sur le calcul des probabilités, indique que sin <0,10N, 
la probabilité de trouver k piéces de catégorie i parmi ces n est 
P = Ckp*(1-p,)"* ; cette variable aléatoire ik a pour moyenne np; 
et sa dispersion est chiffrée par la quantité o = /  np,(1-p,) 
appelée écart-type. On peut démontrer que dans approximative- 
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3) 


ment 95 p. 100 des cas, le nombre de pieces de la catégorie 1 
contenues dans les n piéces, sera compris dans l’intervalle 


np, +2 np). 


De méme, dans au moins 99 p. 100 des cas (8), c’est-a-dire 
dans la presque totalité des cas, le nombre k de pices de la 
categorie 1 sera compris dans ]’intervalle 


np; + 3 mpATpy. 


Supposons que la théorie nous donne la proportion p; ou que 
des expériences témoins nous en aient donné une estimation suf- 
fisante, dans des conditions bien déterminées. Changeons les 
conditions d’expérience, par exemple, dans le cas actuel, faisons 
agir un reméde ou un produit quelconque et émettons UV’ hypo- 
thése que ce produit n’a aucun effet ; sur n essais, nous en trou- 
vons k de la catégorie i : 

a) Si le nombre k est intérieur a Vintervalle, nous dirons 
qu’étant données les conditions de l’expérience, et en particulier 
le nombre des essais, on ne peut repousser l’hypothése émise et 
on agira comme si elle était exacte ; 


b) Si le nombre k est extérieur 4 cet intervalle, on ne peut 
admettre Vhypothése : le produit a eu une influence certaine, on 
dit qu'il a une influence « significative ». 


Interprétation des résultats : L’utilisation de la méthode statis- 
lique qui vient d’étre exposée au cas actuel ne permet pas une 
vue d’ensemble des résultats du présent article, car Veffectif n 
des essais varie. Nous l’avons modifiée en calculant pour chaque 
essai la variable sans dimensions z, qui ne dépend pas de 
Veffectif n : 

K-np; 


ore Jnpi(1-p;) 


c’est-a-dire l’écart expérimental 4 la moyenne, exprimé en écarts- 
types. Ce nombre doit, d’apres ce qui précéde, élre extérieur 
a Vintervalle + 3 pour qu’on puisse repousser Vhypothése que 
le reméede n’a aucune influence. Si on trouve un nombre z exte- 
rieur 4 + 3, le reméde a une influence et plus le nombre z est 
éloigné de Vintervalle + 3 plus cette influence est grande. Si le 
nombre z est posilif et supérieur 4 + 3, le reméde augmente de 
facon significative la proportion de la catégorie considérée, 31 


(3) Nous utilisons l’expression « au moins », car cette proportion 
varie en fait avec n et tend vers 998 p. 1000 lorsque n tend vers 


l’infini. 
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Catégorie 2=* Catégorie J=@ CotégorieF#=0 


+3 | ‘st { t- cam es EET kaa Unc aeee a i 
: ra | 
| 


25 26 27 28 29 30 3I 32. 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48. 49. 50 
NUMEROS DES EXPERIENCES 


Fie. 1. 


REMEDES 
ACTIFS 


-3 -2 -1_ O +1 +2+3 +4 +5 


REMEDES 


KNOs3 + Paludisme 


MnO, sol. +Paludisme Cor.1= 20,0 & 


Mn Og solide 


g Fe SO,g ,Aq + Paludisme BE 
= Fe, (SO4)3 +Paludisme co + 
ec ——_—+——— 
¥ Feo (SQ) ° +e 
mi Ag mét.+Paludisme oe fr 
% ut 
ie 27| Ag métallique ° 4 +. 
Q | 26| Cu _mét.+ Paludisme oe + Cor.1=20,0 & 
Ne Cu mét. oe + | 
> 26| Fe mét.+ Paludisme @o t 3 Cotr1=25,0 % 
Flee mét. oe + 
ie Im P 
ludi ° 
eQ)) n mét.+ Paludisme e les 
\28 Mn mét ce al 
26| S+ Paludisme ©) 
[27 Ss 2 + © 
+ <a 
30| Poludisme seul ) ECOL GHD pone 
Cotégorie2=+ Catégorie 3 =e Catégorie f= re) 


Fie. 2. 
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est inférieur 4 —38, il la diminue de facon significative. Pour 
que l'on puisse affirmer que le reméde est actif, il faudra done 
trou\er des nombres supérieurs & + 3 pour les catégories concer- 
nant les lésions peu graves, ou des nombres inférieurs a —3 
pour les catégories concernant les lésions graves. 

I] jaut signaler que l’ensemble des résultats des cing catégories 


dune série d’essais ne sont pas rigoureusement indépendants : 


REMEDES 
ACTIFS REMEDES ACTIFS 
-4 -3 -2 -!_ O +! +2 +3 +445 46 +748 +9410 
REM 
Acétyl-urée = 

ee +Poludisme one + 3 Cot l= 22,2% 
4/)\ Acétyl-uree oe + Cor.l= 6,2% 
94) Acétyl-urée O + Corl=14,3% 
33 Dress ieares © + Cot 1=20,0% 
4/\ Diacétyl-urée t Te) + Cor l=13,3% 


44) Diacétyl-urée Oo + Corl=10,0% 
Urotropine oe + 
Urotropine + Caor.l=47,6 % 
+e 


Biuret 

—— 
Triuret + 
Triuret + 


a DES EXPERIENCES 


52) Acide cyanurique e + 
1 1 h . 
34 ee 0 + Cor1=/4,3% 


Alc total Cinckons + 
succirubro 


Catégorie 2: + Cotegorie 3J= @ Catégorie 4= 9 


HiGeroe 


il est évident que si les résulta's de quatre catégories sont donnés, 
celui de la cinquiéme catégorie est enti¢rement déterminé. 

Les résultats des calculs par catégorie d’expérience sont ras- 
semb!és sur les figures 1, 2 et 3. 

La figure 1 concerne un nombre important d’expériences 
témoins de facgon 4 pouvoir estimer la proportion de chaque classe 
avec une précision suffisante en calculant la moyenne des résultats 
obtenus. On a ainsi trouvé : 

Po p. 100 = p, p. 100 = 0; p, p. 100 = 10,42 p. 100 pour la 
catégorie 2; p, p. 100 = oa p. 100 pour la catégorie 3; 
p, p. 100 = 33,68 p. 100 pour la catégorie 4. 

On voit que tous les points sont compris dans l’intervalle + 5 
bien que le nombre des essais dans certaines calégories soit 
faible : on peut donc admettre I’hypothése que tous ces essais 
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sont équivalents et extraits d’une méme population totale, la 
dispersion des essais étant seulement due au hasard, ou plus 
précisément & des facteurs aléatoires dont nous ne sommes pas 
maitres. Précisons que cette interprétation statistique des résul- 
tats ne peut s appliquer aux catégories 0 et 1, car elles ne 
se rencontrent pas dans les expériences témoins (p, p. 100 = 
Doe Ds LOO ==.0): 

Kn partant des valeurs moyennes des expériences témoins pour 
les calégories 2, 8, 4, la représentation de cette variable sans 
dimension z est donnée par la figure 5 pour les expériences avec 
les drogues minérales, par la figure 6 pour les expériences avec 
les produits organiques. On a ajouté sur ces deux figures le 
résultat concernant le paludisme, résultat significatif, confirmant 
des résultats antérieurs montrant que le paludisme a une action 
efficace. 

On constate sur la figure 2 que: 

a) Parmi les produits utilisés sans paludisme, seul KNO, donne 
une valeur supérieure 4 + 3 pour la catégorie 2 et l’essai 54 et 
donne de plus 6,25 p. 100 de cas de la catégorie 1: on peut 
conclure que ce produit est significativement efficace. 

b) Parmi les produits utilisés avec paludisme, certains d’entre 
eux donnent des points compris entre + 38, sans catégorie 1 
[Ke(SO,),, S] et semblent ainsi annihiler partiellement laction 
du paludisme, mais ceci demanderait Aa étre confirmé. 

c) Si on considére ensemble des résultats, tous les résultats 
de catégorie 2 (points marqués +) sont positifs, tous les résultats 
de catégorie 4 (points marqués 0) sont négatifs : il est trés pro- 
bable que certains de ces corps ont une influence, mais elle est 
de toutes facons faible, de ordre de grandeur de la dispersion 
des essais témoins : pour la mettre en évidence sans gros risque 
derreur, 11 faudrait done un nombre d’essais plus important. 

L’examen des résultats de la figure 3 montre que presque tous 
les corps mentionnés ont une influence hautement significative, 
avec, de plus, apparition de la catégorie 1: il n’y a exception 
que sur le produit biuret quia été testé avec un nombre de résul- 
tats trop faible [9]. On peut done affirmer sans discussion que 
lous ces produits, sauf le biuret, sont actifs. 


En résumé, les méthodes statistiques confirment en les complé- 
tant les opinions émises avant de les utiliser, mais elles ont 
permis de distinguer les éléments ayant une influence certaine 
et les éléments ayant une influence nulle ou de lordre de gran- 
deur de la dispersion des essais : pour ces derniers, des essais 
plus nombreux que ceux effectués jusqu’ici seraient nécessaires 
pour tester cette influence qui, si elle existe, doit étre faible. 

Ces méthodes montrent que l’influence de nombre de corps est, 
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ou nulle, ou au plus de l’ordre de grandeur de la dispersion des 
essais témoins ; bien que tous les points représentatifs de la caté- 
gorie 4 soient négalifs, on ne peut affirmer dans les conditions 
de l’expérience que ces corps ont une influence certaine. 


CONCLUSION GENERALE. 


Les substances organiques ayant une influence cerlaine sont 
donc, par ordre d’activité décroissante, les suivantes : urotropine, 
acétyl-urée, triuret, diacétyl-urée et urée, alcaloides totaux de 
Cinchona succirubra. 

Il se confirme, d’autre part, que la paludothérapie posséde une 
efficacité certaine. 

Parmi les minéraux, seul le nitrate de potassium possede une 
influence importante. 

Ii convient de noter qu’a la différence des substances cyto- 
toxiques, telles que la colchicine, la triéthyléne mélamine, les 
moutardes a lazote, inhibitrices du sarcome de Rous, les produits 
énumérés ci-dessus sont pratiquement dénués de toxicité. 

Pour terminer ce compte rendu, il parait intéressant de mettre 
en paralléle l’activité anti-cancéreuse et |’activité anti-paludique. 
C’est l’objet des tableaux suivants (tableaux IV et V). 

Le tableau IV est relatif 4 Vactivité anti-paludique sur les 
formes érythrocitaires et le tableau V sur les formes exo-érythro- 
cytaires de P. gallinaceum (4). 

On voit que, s’il existe une corrélation entre l’action anti-palu- 
dique et l’action anti-cancéreuse, elle devrait plutét étre recher- 
chée parmi les produits doués d’une action notable sur les formes 
exo-érythrocytaires. 

En tout état de cause, il ne fait aucun doule : 1° que le palu- 
disme est antagoniste du sarcome de Rous et 2° qu'il existe une 


(4). On trouvera dans les mémoires déja cités [4 et 5] les détails 
expérimentaux relatifs & Jl’étude des activités antipaludiques sur 
P. gallinaceum. Rappelons briévement que ces activités ont 4té 
mesurées, en déterminant les doses capables de ]’action maximum et 
non pas les doses liminaires actives, qui, selon nous, mettent d’abord 
en évidence les remédes qui agissent directement sur le parasite. Notre 
méthode révéle, au contraire, l’activité antipaludique de substances 
telles que le nitrate de potassium, le cuivre métallique, etc. 

Dans les tableaux IV et V on a pris, pour simplifier : 

1° Le rapport de la parasitémie des animaux ayant recu un reméde 
\ celle des animaux témoins, le cinquitme jour, comme mesure de 
l’activité anti-paludique sur les formes sanguines. 

2° Le pourcentage des animaux vivants le trentiéme jour, comme 
mesure de l’activité vis-a-vis des formes exo-érythrocytaires. 


Annales de UInstitut Pasteur, 92, n° 5, 1957. 4] 


616 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TaBLEAu IV. 


ACTIVITE ANTI-PALUDIQUE .E. ACTIVITE-ANTI- 


: CANCEREUSE 
Doses | Parositémie remédes 
Remédes mg Porasitémie témoins E/T 


Cinchona 


Succirubro Img 7 fois 0,79 
Urotropine es Tarn 0,52 | 
Urée in Yet 0,57 0,71 
i sie 
Triuret rat te Ul 0,64 0,80 
+. 
KNOs Sh th 0,60 


Mn O2 
Feg(SO4)s 


Ac. cyonurique 


Atébrine pour | 
[comparaison jee Ton 0,08 


Pourcentage | ACTIVITE ANTI- 


Doses d'animaux 
Remédes a vivGAre CANCEREUSE 
le 30% jour E/T 


C.succirubra 


Ac. cyanurique 


= 


Cuivre met, 


Fe. (SO4)3 


Urotropine 


Triuret 


Argent met. 


ae Ce 
Atébrine pour 
comparaison 25 12 » 


SUBSTANCES INHIBITRICES DU SARCOME DE ROUS_ 617 


probabilité non négligeable de trouver parmi les substances ant 
paludiques des inhibiteurs du sarcome de Rous (5). 


SUMMARY 


INHIBITING ACTION 
OF CERTAIN MINERAL ORGANIC SUBSTANCES ON Rous SARCOMA. 
RELATIONSHIPS WITH AVIAN MALARIA. 


The following organic substances possess an inhibitory action 
on Rous sarcoma, Enumeration of organic substances according 
to their decreasing activity : urotropin, acetylurea, triuret, diacetyl- 
urea and urea, total alcaloids of Cinchona succirubra. 

The efficacy of malariatherapy is confirmed. 

Among minerals, potassium nitrate alone possesses an impor- 
tant activity. 

Contrary to cytotoxic substances such as colchicin, triethylene 
melamine, nitrogen mustards, which inhibit Rous sarcoma, the 
active products utilized by the authors are practically deprived 
of toxicity. 
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(5) Nous n’avons pas étudié systématiquement J’activité anti-cancé- 
reuse des antipaludiques de synthése. Une observation isolée a seu- 
lement montré, par une technique différente de celle décrite ci-dessus, 
que Ja paludrine retardait nettement 1’évolution du sarcome. 


ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 
DE CERTAINS DERIVES DU THYMOL 


par M. RAYNAUD (*), R. ROYER (**), B. BIZZINI (*) et E. BISAGNI (**) (***) 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Le thymol est un antiseplique connu de longue date, beaucoup 
plus actif sur les bactéries Gram-positives que sur les bactéries 
Gram-négatives. Cette différence de sensibilité des bactéries, qui 
rappelle celle qu’elles présentent vis-a-vis des sulfamides, nous 
a conduits a effectuer une étude un peu plus détaillée de l’acti- 
vité antibactérienne d’une série de dérivés du thymol. Certaines 
substances renfermant comme substituant dans leur molécule !e 
radical diméthylpyrrol s’étant montrées actives, nous avons 
accessoirement étudié ensuile quelques dérivés du diméthylpyrrol 
ne contenant pas le reste thymol. 


I. — MATERIEL ET METHODES. 


Les formules des substances essayées sont indiquées dans les 
tableaux I, II et III. 

Quelques-unes de ces substances sont des préparations com- 
merciales qui ont été repurifiées au laboratoire par recristallisa- 
tion ou distillation sous grand vide. D’autres, déja connues, ont 
été repréparées par nos soins d’aprés des techniques antérieu- 
rement décrites. La plupart ont été synthétisées a l’occasion de 
la présente étude. 

Ces corps sont insolubles dans l’eau, mais solubles dans divers 
solvants organiques, en particulier dans l’acétone. L’insolubilité 
dans leau et la difficulté d’obtenir des suspensions aqueuses 
homogénes, nous ont amenés A employer des solutions acéto- 
niques relativement concentrées pour les tests d’activité anti- 
bactérienne in vitro. 

On effectue les dilutions en acétone et on ajoute 0,10 ml de la 
solution ainsi préparée directement dans le milieu de culture. 


(*) Laboratoire de Chimie Bactérienne, Institut Pasteur, Garches. 


(**) Laboratoire de Chimie Organique de l'Institut du Radium, Fon- 
dation Curie. 


(***) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 
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L’addition de la méme quantité d’acétone (0,10 ml) dans 5 ml 
de milieu de Dubos ne modifie pas la croissance du bacille de 
Koch. 

L’activité antibactérienne a été recherchée vis-a-vis du coli- 
bacille (souche ML), du staphylocoque (Staphylococcus albus, 
souche Woods 46) et du bacille de Koch. 

Le colibacille et le staphylocoque ont été cultivés sur bouillon 
nutriif glucosé. L’inoculum provenait d’une culture en bouillon 
dgée de 18 heures et correspondait a 10° germes environ. 

Le bacille de Koch (souche H87Rv) a été cultivé sur milieu 
de Dubos {4}. L’inoculum provenait d’une culture sur méme 
milieu agée de six jours et correspondait a 50 microgrammes 
(poids sec) de bactéries. La semence était étalonnée par mesure 
de l’opacité de la suspension au photométre Klett-Summerson, 
écran 540. 

La plupart de ces substances sont toxiques. Nous n’avons pu 
essayer de ce fait l’action in vivo que pour quelques-unes d’entre 
elles (n° 5, n° 32). Dans ce cas, elles ont été mises en solution 
dans de Vhuile cholestérinée dans. laquelle elles sont assez 
solubles, puis injectées. On a pratiqué une injection par jour, 
en commencant le jour méme de I’infection. Nous avons employé 
comme animal la souris blanche, en réalisant une infection assez 
sévére, répondant a peu prés aux caractéristiques indiquées par 
Bernstein {2} et Rake [8]. Nous avons employé des souris blanches 
ordinaires d’un poids moyen de 18 g. L’infection était réalisée 
avec la souche H37Rv, cultivée sur milieu de Dubos (culture de 
six jours) {4}. 

Ia dose infectante était égale 4 300 pg. Les témoins infectés 
et non traités survécurent en moyenne (T 50) vingt-cing jours et 
aucun au dela de trente-cing jours. Nous avons déterminé pour 
les groupes traités augmentation du T 50, selon les indications 
de Rake et coll. [8] et nous avons noté le pourcentage des survi- 
vants au trente-cinquiéme jour. 


I. — PREPARATIONS CHIMIQUES. 


Nous avons appliqué 4 Vaminothymol la réaction de conden- 
sation des y-dicétones sur les amines, découverte par Knorr 
et Paal [5] et étudiée antérieurement par lun de nous {6] sur 
Péther O-méthylique de |’aminothymol. 

Le N-(méthyl-2’? hydroxy-2 tsopropyl-5’)-phényldiméthyl-2.5 
pyrrole (n° 5) est obtenu, a cdté de produits d’oxydation forte- 
ment colorés, en chauffant pendant une heure de l’aminothymol 
trés sec et fraichement préparé avec un large excés d’acétonyl- 
acétone en présence de quelques centimétres cubes d’acide acé- 
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tique. On distille directement le produit réactionnel et on rectifie 
sous haut vide, E,., = 153-155°. Par recristallisation dans |’éther 
de pétrole on obtient de fines aiguilles incolores (fF = 88°) 
solubles dans les solutions alcalines et donnant avec la liqueur 
de Claisen (solution hydroalcoolique de perchlorure de fer) une 
coloration brun rouge foneé. Le rendement de 60 °/, par rap- 
port a l’aminothymol oblenu dans cet essai n’a pu étre aug- 
menté en faisant varier les temps de chauffage ou les proportions 
des réactifs. 

Caleulé pour C,,H,,0 N = 243% Ge 700) i 0a 
No Seve: 576. 

Trouvé ::G °%, = 79,00; H °%,.=:8)43 5 N°, 309,90. 

Par condensation du produit n° 5, en solution alcoolique de 
potasse, avec le bromure d’allyle et le chlorhydrate du chlorure 
de diéthylaminoéthyle, on obtient respectivement, avec des ren- 
dements de 60 %, par rapport au produit n° 5: 

Le N-(méthyl-2’ allyloxy-4’ isopropyl-5’)-phényl diméthyl- 
2.5 pyrrole (n° 29), liquide huileux ambré (E,, = 191-192°) ; 
Nooo = 1,5460) rougissant rapidement par oxydation 4 I’air. 

Galeulé, pour..C,,H,.0) N =.283.4. C7 = S056: 5 4) eae 
N °% = 4,04. 

Treuvé+. @. *) =. 80,162 Hb. ch a8,80 2 Nite oe, 

Le N-(méthyl-2’?  diéthylaminoéthory-4 —isopropyl-5’)-phényl 
diméthyl-2.5 pyrrole (n° 28) : liquide visqueux, ambré, E,, = 204- 
A0D 3 

Caleulé pour 0;,H;.0 Ny = 342 10% = T7190 a 0.0e. 
N foc Sale, 

Trouvé 3.Gotec= 77.20 = His 8 a6 aN crear. 

Le N-(méthyl-2’ hydroxy-4’ isopropyl-5’)-phényl diméthyl- 
2.5 dicarboxyéthyl-3.4 pyrrole (n° 12) est préparé en chauffant 
i douce ébullition, pendant vingt-quatre heures, 12,5 g d’amino- 
thymol et 18,5 g de diacétosuccinate d’éthyle dans 10 cm® d’acide 
acétique. La masse réactionnelle versée dans l’eau ne cristallisant 
pas au bout de vingt-quatre heures, on décante l’eau, extrait au 
benzéne 4 chaud, séche sur sulfate de sodium sec, chasse le solvant 
au bain-marie, sous vide. Le résidu, abandonné dans l’acide acé- 
tique dilué, finit par cristalliser. Rendement : 16 g, soit 55 °%,, par 
rapport 4 l’aminothymol. Par recristallisation dans l’acide acétique 
dilué, on obtient de belles aiguilles brillantes de couleur créme 
(I’ = 138-139°), solubles dans les solutions alcalines et donnant 
une faible coloration brune avec la liqueur de Claisen. 

Caleulé pour C_,H,,0,N = .887 -7@"*) 368.21 sek ys = 7 o)- 
N *) = "3,61: 

Trouvé ©: %,°="68,20°; HW ra F748 SUNY Wee 3 67, 

Par action d’un excés d’hydrate d’hydrazine en milieu alcoo- 
lique sur le diester n° 13, on obtient un produit qui recristallise 
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de l’éthanol en microcristaux cotonneux beige clair se décompo- 
sant par projection au-dessus de 215°, mais dont la composition 
centésimale trouvée ne correspond pas a celle de l’azine cherchée. 

Le diester pyrrolique n° 13 est saponifié quantitativement en 
N-(méthyl-2’ hydroxy-4 isopropyl-5’)-phényl diméthyl-2.5  dicar- 
boxy-3.4 pyrrole (n° 9) par chauffage pendant trente minutes dans 
une solution hydroalcoolique de potasse. On chasse 1’éthanol, 
verse le résidu dans l’eau, précipite par acide chlorhydrique. Par 
recristallisation de l’éthanol dilué, on obtient de belles aiguilles 
incolores prenant rapidement, par oxydation a l’air, une colora- 
tion rose et qui, par chauffage progressif, se décomposent lente- 
ment en attaquant la plaque au-dessus de 190°. Décomposition 
instantanée par projection : 222°. 

Galeulé, pour.C,,H.ON = 33lvnC-o = 65,25 5H). = 96,345 
Noises 4322. 

ipotive soCie) r= Gb .oo oH Ghie=i6, 53" Neh =o. 

Le N-(méthyl-2’ hydroxy-4 isopropyl-5’)-phényl diméthyl-2.5 
carboxyéthyl-3 pyrrole a été préparé de la méme facon que le 
diester pyrrolique correspondant (n° 12) en condensant 1’a-acéto- 
nylacétylacétate d’éthyle avec l’aminothymol en présence d’acide 
acélique. Ce dérivé (E, = 234-235°), dont nous n’avons pas 
approfondi l’étude, est saponifié par la potasse alcoolique en 
N-(méthyl-2? hydroxy-4 isopropyl-5’)-phényl diméthyl-2.5  car- 
boxy-3 pyrrole (n° 10) qui recristallise de l’éther de pétrole en 
microcristaux crémes, F = 118°. 

Careulé, pour Cy, He O8N = 288i Ctl; = TL OSeotis oven 78th: 
N, os.= 4,18. 

erouve cr). Ohman] Pade aE oF a B60. 

Le N-(méthyl-2? hydroxy-2 isopropyl-5’)-phényl méthyl-2 éthyl- 
5 pyrrole (n° 8) est obtenu en chauffant, pendant dix-neuf heures, 
5,3 g¢ d’heptanedione-2.5 et 6,8 g d’aminothymol en présence de 
quelques gouttes d’acide acétique. E,, = 199-200°. Rendement : 
7,7 g soit 73 °, par rapport a l’aminothymol. Par recristallisation 
dans l’éther de pétrole, donne de belles aiguilles incolores 
(F = 75,5-76°) qui rosissent rapidement a lair. 

Caleulé- pour: C,H, j,O IN =. 257 2 Gee =.7916>s Hei) S04: 
Ne). = 5,445 

rouve Grae 70, 002) Hit = 8.87 Na = 5.55: 

De la méme facon, on obtient le N-(méthyl-2’ hydroxy-4’ tso- 
propyl-5’)-phényl p.tolyl-2 méthyl-5 pyrrole (n° 11) a partir de 
Vacétonylacétyltoluéne. Rendement : 46 °%/, par rapport a l’amino- 
thymol. E, = 233-234°. Par recristallisation du mélange éther 
de pétrole et benzéne, il se forme de gros prismes incolores, 
également trés oxydables. F = 115-116°. 

Calealé@ pour: GO yNi= 319 Gey, 82,754) Woh 283% 
ING on 4,38: 
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Trouvé : C °%; = 82,50; H *, =97,845 Ni 4.20: 

La meéthyl-2 hydroxy-4 isopropyl-5 éthory-# N.N-diphényl 
thiourée (n° 6) a été obtenue, avec un rendement de 45 °/, par 
rapport a l’aminothymol, en condensant, en milieu éthanolique, 
Vaminothymol sur Je paraéthoxyphénylsénevol. Recristallise du 
mélange éthanol et 20 °/, de benzéne en fines aiguilles incolores 
qui se décomposent par chauffage progressif 4 partir de 204° et 
instantanément, par projection, a 224-225°. 

Calculé pour C,,H,,0,N,S-=1344: 0%, = 66,27 7 H = O07, 
NU = 5,3: 

Trouvé: 2¢-G °°, = 66,7337 Bie oN ered 

La N.N’ di-(méthyl-2 hydroxy-4 isopropyl-5)-phényl thiourée 
(n° 7) qui a été préparée avec un rendement de 25 °/, par rap- 
port 4 laminothymol en chauffant en milieu alcoolique pendant 
cing heures un mélange d’aminothymol, de soufre et de sulfure 
de carbone, recristallise de Vacide acétique en fines aiguilles 
crémes, F = 254° avec décomposition. 

Caleulé: pour: C,,H,,0,N;5 = 312 10% = 61,947 Be evi oe 
Niie/seee 7 bet 

Trouvé 2:-G2%u= 67,00 <4 ire TOR. IN ete 

Le dérivé 2:5 diméthylpyrrolique de la phénylhydrazine 
(F = 95°) a déja été décrit par Knorr [7], qui donne F = 90-92°. 

Le N-(carboxy-4) phényl diméthyl-2.5 pyrrole (n° 32) est obtenu 
par chauffage pendant une heure d’un mélange de 4,10 g d’acide 
p.aminobenzoique et de 3,40 g d’acétonylacétone en présence 
d’un peu d’acide acétique comme catalyseur. On obtient un 
solide brun foncé, qui, recristallisé deux fois dans EtOH, fournit 
un corps cristallisé jaune grisaille. F = 207-208°. 

Caleulé: pour. CLA yZOyN = (21: Gea T2 oa Soe 
Nas/oe=320,00: 

TrouveseiGr4, "713, 00 = 6 40 Nee eer tas 

Le N-(méthyl-2’ carboxy-3’ hydroxy-4 isopropyl-5’) phényl 
diméthyl-2.5 pyrrole (n° 27) est préparé en chauffant pendant 
une heure sur la plaque électrique un mélange de 0,418 g d’acide 
aminothymotinique et de 0,228 g d’acétonylacétone avec quelques 
gouttes d’acide acétique, comme catalyseur. . 

On obtient une masse orangée qui cristallise dans 1’éthanol. 
Aprés essorage, les cristaux obtenus se décomposent instanta- 
nément, par oxydation a l’air, en un produit bleu trés foncé 
(F > 260°) dont nous n’avons pu approfondir 1’étude. 

Les imines dérivées de l’aminothymol ont été préparées sui- 
vant la technique de Sumerford, Hartung et Jenkins [8]. Parmi 
celles-ci, un certain nombre ont déja été décrites par ces 
auteurs [8]. Il s’agit des imines ci-dessous pour lesquelles nous 
avons obtenu les mémes points de fusion que les auteurs précités. 

N° 13. — Benzylidéne-4-aminothymol : F = 148-149°. 
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N° 14. — Hydroxy-2 benzylidéne-4-aminothymol : F = 171°. 

N° 15. — Cinnamylidéne-4-aminothymol : F = 149-151°. 

N° 16. — Vanillydéne-4-aminothymol : F = 197°. 

N° 20. — Méthoxy-4 benzylidéne-4-aminothymol : F = 160° 
D’autres n’ont pas été préparées par ces auteurs ; nous donnons 
ci-dessous leurs points de fusion et le résultat des analyses : 

N° 17. — Ethylidéne-4-aminothymol : F = 168-169°. 

Caleulé- pour C,.H,,O N= 101 :C: %= 75403 HY, = 8,90: 
N % = 7,82. 

Wrouvet Ge) Toro “ulb Owe SOS N 9. 

N° 18. — Formylidéene- 4- Pails i : 

Caleule pour*@,, HON = 177 2 C= 74502 4 = 8.28% 
Ne ieae= 00 

Prove ©, 200i Hes 810-2 IN of, = 7.55; 


N° 22. — Diméthylamino-4 benzylidéne-4-aminothymol : F = 
182°. 

Cakemié pour C,,H.10'N, = 296: Co; = 977,00 +: ok = 8,10 
N % = 9,50. 


Prouve $C (see CDOS Pe eee a Neca 8 22. 

N° 31. — Bis-salicylidéne 4-4’-diamino-diphénylsulfone : F = 

238-240°. 

Caleulé, pour.€,,Hs0.N,5 = 456 ; © Ye=.68,40 50H. * = 4.39 = 
Ne bere 5,15. 

Tour | CS O8, 96.2 Hae == 4.00. + NOS == 659. 

Enfin nous signalons les composés (n° 21) : Décylidéne-4-amino- 
thymol, F = 180° et (n°19) s-Nitro-2 benzylidene 4 aminothymol, 
F = 158°, pour lesquels les analyses n’ont pas été faites. 

L’acide orthothymotinique a été préparé selon Spallino et Pro- 
venzal [9], l’acide para-amino-orthothymotinique selon Sha Chia 
Chou {40}, acide para-nitro-orthothymotinique selon Meyer {44}. 


III. — R&sSULTATS BACTERIOLOGIQUES. 


L’activité in vitro est rapportée dans les tableaux I, II et Ill 
sous la forme de la concentration finale la plus faible (exprimée 
en molécules-gramme par litre) qui inhibe totalement la croissance 
du staphylocoque et du bacille de Koch dans les conditions de 
milieu et d’inoculum indiquées plus haut. Les cultures ont été 
faites A 37° pendant dix-huit heures (staphylocoque) ou quinze 
jours (bacille de Koch). 

Un spectre antibactérien un peu plus complet a été établi pour 
le corps n° 5. Il est rapporté au tableau IV. 

‘Les corps essayés (tableaux I, II et III) sont tous sans action 
sur le colibacille a la concentration finale dans le milieu de culture 
de 10-* M. Nous avons vérifié, pour quelques-uns d’entre eux, 
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quils étaient inactifs aussi 4 la méme concentration (10—* M) sur 
diverses Salmonellae, Klebsiellae et Shigellae. 

L’examen des tableaux I et II permet de faire les constatations 
suivantes : 

1° Les corps les plus actifs sont des dérivés de l’aminothymol 
dont le groupement NH, a été bloqué soit par le radical diméthyl- 
pyrrol, soit par combinaison avec un aldéhyde. 


TaBLeau I. 


FORMULE GENERALE 


Sue 
43>CH 
HO ae 
Ne Activité antibactérienne 
B.de K. | Staph. 


PH (thymot) | | 102 | 


naey 
fee pe far 
| 10% | 


S eo ee 0 RE 


ae 
fae 


° L’aminothymol lui-méme est moins actif que les dérivés pré- 
cédents, mais on sait quil est instable et se transforme facilement 
en corps colorés divers, peut-étre des dérivés de la thymoquinone- 
imine. 

3° La thymoquinone est aussi active que les dérivés de l’amino- 
thymol. 

4° Le blocage de l’hydroxyle du thymol par certains substi- 
tuants (n° 28 et n° 29) ne supprime pas l’activité. Notons cepen- 
dant que les dérivés acétyles du corps n° 5 et le glucoside corres- 
pondant (qui ne figurent pas sur les tableaux) sont inactifs. 

5° L’adjonction “simultanée de CO,H et NO, (acide paranitro- 
orthothymotinique) abaisse l’activité. 
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Tasrrau I (Suite). 


Activité antibactérienne 
B.deKk. | Staph 


10° 


ae inactif 
: 


10°5 


Activité antibactérienne 
B.deKk. | Staph. 


inactif 


So) 
10 10°4 


625 
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Tasteau Il. — Substances 4 noyau thymol. 


Z Act antibactérienne 

tif 
ocide orthothymotinique 
acide p.nitro-thymotinique | 10° | 10? | 


25 


-4 | inactif 


acide p.amino-o-thymotinique 


cH? con 
cys CH : 
c*H> eae CH 
SN-CH*CH*O 


Cc? H> 


28 


Tasteau III. — Substances diverses. 
° F | Act antiboctérienne 
CH? 


inoctif 
10* | 10° 


inoctif 
10° 
inoctif 
10° 


Cy-ch= N-1-S0*/_)-N=CH 
H 


[e) 


6° L’activité maxima est de 10-* M, correspondant en moyenne 
a une concentration de 3 microgrammes par millilitre. Elle est 
done supérieure 4 celle du PAS, du méme ordre de grandeur que 
celle de la streptomycine, nettement plus faible que celle de l’ INH. 
L’activité antituberculeuse in vivo a été déterminée pour la sub- 
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stance n° 32. L’administration par voie sous-cutanée de 500 pe 
par jour pendant trente-cinq jours a entrainé une augmentation 
de la durée moyenne de survie (AT = 50) de cing jours (T50 souris 
{émoins, vingt-six jours ; T 50 souris traitées, trente et un jours) : 


TasBLeau IV. 


CONCENTRATION 


ESPECE BACTERIENNE & 
INHIBITRICE (*) 


Staphylococcus aureus 
Bacillus subtilis 
Bacillus anthracis 
‘Diplococcus pneumoniae 
Streptococcus pyogenes 
Streptococcus intestinalis 
Clostridium bifermentans 
Clostridium cedematiens 
Clostridium sordellii 
Clostridium histolyticum 
Clostridium septicum 
Plectridium tertium 
Plectridium tetani 
Welchia perfringens 
Neisseria intracellularis 
Mycobacterium tuberculosis 


Inactif a la concentration 10—2 M sur Shigella shigae, E. coli, S. typhi 
(R2, 0901, Ty 2), S. paratyphi A et S. paratyphi B. 
(*) Concentration inhibitrice (exprimée en molécules-gramme par litre) 
de la substance n°’ 5 vis-a-vis de quelques bactérics. 


une certaine proportion (20 °/,) des souris traitées survivaient au 
trente-cinquiéme jour. Les souris mortes dans le groupe des ant- 
maux traités ne présentaient pas de lésions tuberculeuses appa- 
rentes. Les souris recevant la substance seule ont présenté un 
taux de mortalité de 80 °%,. 

Des résultats du méme ordre ont été obtenus avec le corps n° 5. 
On observe un allongement significatif du temps moyen de survie 
(AT 50 = six jours) pour une dose de 2 mg par jour pendant 
trente-cinq jours et une proportion de survies au trente-cinquiéme 
jour, non nulle mais faible (5 a 20 °/, suivant l’expérience). 

Les animaux recevant la substance seule sans infection tuber- 
culeuse présentent aussi une mortalilé élevée. 

La toxicité aigué (mort en vingt-quatre heures) a été déterminée 
pour ces deux substances : 

Substance n° 5: DMM = 80 mg; DM 50 = 20 mg. 
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Substance n° 82: DMM = 20 mg; DM50 = 8 mg. 

Les souris supportent assez bien 500 pg par jour de la sub- 
stance n° 32 pendant vingt-cing jours. Si l’administration est 
prolongée au dela de ce délai, les animaux sont malades : une 
proportion considérable (80 °/,) meurent au trente-troisicme jour 
d’administration. 

Les résultats de l'étude in vivo sont done décevants. On peut 
déceler une influence retardatrice nette sur ]’évolution de la tuber- 
culose expérimentale de la souris, mais le pourcentage de survies 
définitives est faible en raison de la toxicité élevée des corps 
étudiés, toxicité qui ne permet pas d’envisager leur emploi théra- 
peutique par voie parentérale. 


DISCUSSION. 


L’action inhibitrice vis-a-vis du bacille de Koch de certains 
dérivés du thymol a été signalée par divers auteurs. 

Naito [42] a montré que les substances suivantes ont une activité 
antituberculeuse in vitro : 

Thymoquinone, paranitrosothymol, paraaminothymol, thiosemi- 
carbazone de la p.thymotinaldéhyde, p.nitrothymol, semicarbazone 
de la p.thymotinaldéhyde. 

Divers auteurs [43] ont étudié le pouvoir antituberculeux de !a 
44’ bis-azo-paraisopropylmétacrésol disulfone (sulfone thymolée). 

Libermann [44] a indiqué que la thiosemicarbazone, correspon- 
dant 4 la méthyl-2 hydroxy-4 isopropyl-5 acétophénone, ¢tait active 
vis-a-vis du bacille de Koch. 

Jouin et Buu-Hoi avaient rapporté l’activité antituberculeuse de 
la thymoquinone [45]. 

En dehors de cette derniére étude et de celle des auteurs japo- 
nais, les dérivés du thymol étudiés contiennent dans leur molécule 
un groupement (thiosemicarbazone ; disulfone) réputé actif par 
ailleurs sur le bacille de Koch. Il en est de méme de Visonico- 
tinamido-méthyl-2.5 pyrrol étudié par Bernstein [46], puis par 
Buu-Hoi et Xuong [47]. : 

Le corps n° 82 (carboxy-1, phényl-4, N diméthyl 2-5 pyrrol) ne 
contient aucun groupement de ce type. Son activité antitubercu- 
leuse n’est done pas due a la libération d’une substance déja 
connue comme active vis-a-vis du bacille tuberculeux. La méme 
observation est valable pour les produits n° 33 et n° 34. L’activité 
de ces corps parait liée 4 la présence du radical diméthyl-2-5 
pyrrol. On pourrait expliquer par la présence de ce méme radical 
ou d’un radical analogue (dialcoyl-2-5 diméthyl pyrrol) Vactivité 
antituberculeuse des dérivés suivants : n° 5, 8, 9, 10, 11, 12, 27, 


28, 29. C’est cette hypothése qui nous avait amenés a en faire la 
synthése. 
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Mais cette explication n’est pas valable pour les autres dérivés 
du thymol étudiés. Il parait plus probable que l’activité de tous 
les corps de la série soit due a leur transformation en une sub- 
stance plus simple, active sur le bacille tuberculeux. On pourrait 
penser 4 l’aminothymol, mais sa formation nécessite la rupture 
peu probable du noyau pyrrolique. 

La formation de thymoquinone parait d’autant plus vraisem- 
blable que cette derniére substance est presque aussi active sur 
le staphylocoque que sur le bacille de Koch. ‘La sensibilité parti- 
culiére du bacille de Koch aux substances que nous avons étudiées 
résulterait, dans celte hypothése, de son aptitude a les trans- 
former en thymoquinone. 

Quel que soit en définitive le mécanisme de la toxicité de ces 
corps pour le bacille tuberculeux, il convient de noter qu’elle 
n'est pas suffisamment élective pour permettre d’envisager des 
applications cliniques. 


SUMMARY 


ANTI-BACTERIAL ACTIVITY OF CERTAIN THYMOL DERIVATIVES. 


Study of in vitro anti-tuberculous and _ anti-staphylococcal 
activity of various thymol derivatives. The most active compounds 
are the derivatives of amino-thymol possessing a NH, group which 
has been blocked by the dimethyl pyrrol radical or by a combina- 
tion with an aldehyde. 
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PREPARATION D’ANTITOXINE ANTIDIPHTERIQUE 
PAR IMMUNISATION DES CHEVAUX AVEC 
DES ANATOXINES DIPHTERIQUES PURIFIEES. 


par E.-H. RELYVELD, 0. GIRARD, R. CORVAZIER et M. RAYNAUD (*). 
(avec la collaboration technique de M's O. BEPOLDIN). 


(Unstitut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Nous nous sommes proposé d’étudier les propriétés des sérums 
de chevaux immunisés avec des anatoxines diphtériques purifiées. 
Nous avons suivi l’évolution du taux d’anticorps au cours de 
immunisation en cherchant A préciser par les techniques de 
précipitation spécifique en gel et d’immuno-électrophorése, la 
complexité des anticorps formés, les différences individuelles 
entre chevaux, la nature électrophorétique de lanticorps anti- 
toxique et les changements survenant dans ces caracteres, au 
cours de l’immunisation. 

Nous donnerons dans une étude ultérieure [4] les courbes de 
précipitation quantitative de certains de ces sérums. ‘Le présent 
travail nous a permis de choisir parmi nos sérums ceux dont 
étude quantitative présentait un intérét. 

Les anatoxines utilisées ont été préparées par détoxification 
sous l’influence du formol et de la chaleur, de diverses fractions 
obtenues au cours de la purification de Ja toxine diphtérique. 

La technique d’obtention de ces fractions a été décrite précé- 
demment [2, 3, 4]. 

Les caractéres des toxines employées pour la préparation des 
anatoxines sont rapportés au tableau I. 

Dans un premier temps, nous avons essayé d’immuniser un 
cheval en ne faisant de nouvelles injections vaccinantes qu’aprés 
avoir constaté que la courbe du taux d’antiloxine présentait un 
palier ou méme un début de chute. Ceci nous permettait de 
verifier la réactivité d’un organisme en présence d’un anligéne 
déja trés purifié et de constater que chaque nouvelle injection 
fonctiennait bien comme une injection de rappel type. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 
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Jasceau I. 


i ; ’ ' i Chevz iRéférence™™™! 
$ Fraction } UF/mg N i Nombre de i evaux i : 
: : ' constitu- fimmunisés }{ H 
i i i ants i i : 
i Cyr 1180 $ 8A 10 + 4340 H (3) f 
1 1 f a 1 1 s 
Den ea TELE SIEnEEEIEEEESEIIT AIS San SS enn S 
so NGYon fF  eeT0) =v meae ene $1451 (3) i 
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be de¥*¥ ub 2 27000 ea en CM eevee en 1 
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: : Sandel ii 
2 z 
: : pe : 
’ . 4 : 
ae ae 
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t Oe 1 : 1 a t 
reece Lh 25ee ta: Le RAG ae ee) i 
’ 1 t 5 2 aie 
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* Gy provenant d’une toxine brute obtenue sur milieu Loiseau-Philippe. 
** C+ provenant d’une toxine brute obtenue sur milieu hydrolysat 
de caséine-acide glutamique. 
wx JT référence donne la technique de préparation de la fraction utilisée. 


La figure 1 montre que, dans ces conditions, la remontée des 
anticorps chez le cheval 1451 survient toujours aprés une baisse 
préalable ; si bien que, malgré une augmentation parfois impor- 
tante, le taux final reste modéré (540 UF/ml en quatre-vingts 
jours). 

Nous avons alors préféré un mode d’immunisation plus rapide. 
Nous avons adopté un rythme d’injection qui se rapproche du 
mode habituellement utilisé 4 l'Institut Pasteur et correspondant 
au schéma suivant : 


JOUR pose (UF) 
ee ere a ee eid oir sma Bac aw ne Ano oc mO.c or 100 
AEF ve isso aeafersscessheyaten eriges os Bole cue repel cer encteees ae eam RTO EAC eee oe 200 
8) seuucaare daw nisians ackiwatachavatevale ereqearppamtacalaielers era ilepsiiteteers eer era 300 

| a Sereno rat time Piss Gran cine DU Gada. ca.atnutcia cic 500 
a caer eres are nn Ma ON SCAG Ala Ginomio Geman tase 1 000 
2 Re at oe Cea Gracin Mound Gocco 2 000 
QE oy Sauactteteothaishiciad ahictste Sy <cueebe she Sayin et Reo mel aoe Cee eee 3 000: 
QB a rac cisiais ta aver ato ay vlsuateniaealasdienice iar die, cuetehe Hei e creer ek te ote eer 5 000 
bp Rn enor Hn Ae a= ei ein code SDS See One BuO wooded 7 000 
BO. we of Sieuapaih vies tak ete Ch stencistevece = Scearetete ers SIC ene Ducte arrtexe eT eee 10 000 


Les doses exactes varient autour des valeurs précédentes. On 
les trouvera sur les figures 1, 2, 3. 
Toutes les anatoxines étaient adsorbées sur alun. On ajoute 
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UNITES D'ANTITOXINE PAR ml DE SERUM 
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a la solution d’anatoxine purifiée une suspension concentree 
d’alun de facon a obtenir une concentration finale dans le produit 
i injecter de 6 g d’alun de potassium par litre. L’injection est 
faite par voile intramuscuiaire. 

Les figures 1, 2, 3 rep V’évolution du taux d’anticorps 
de divers chevaux : n° 339, n° 341, n° 342, n° 344, n° Soy 
n° 140, n° 441, sinmemiere selon cette technique. 

La montée du taux d’anticorps est plus réguliére que dans 


12004 HYPERIMMUNISATION DES CHEVAUX : 
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UNITES D'ANTITOXINE PAR ml DE SERUM 


lexpérience précédente. Les taux maxima sont trés variables 
d'un cheval a Vautre. 

Pour un premier groupe de quatre chevaux, 330, 341, 342, 344, 
immunisés avec une préparation de pureté élevée (2 700 UF/mg N), 
contenant quatre antigénes distincts, deux chevaux (n°* 344 et 341) 
ont répondu surtout & l’anatoxine, comme le montre l’évolution de 
leur taux d’antitoxine. La précipitation spécifique en gel confirme 
que la réponse aux autres antigénes est restée faible (Cj. planche). 
Leur taux final d’antitoxine est élevé : 675 et 1107 UF/ml. 

Les deux autres chevaux, n° 839 et n° 342, immunisés avec 
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Ja méme préparation, ont répondu surtout aux antigénes autres 
que l’anatoxine proprement dite. Leur taux d’antitoxine est resté 
faible pendant toute l’hyperimmunisation. La. précipitation speci- 
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fique en gel (planche) montre qu’ils ont donné surtout des anti- 
corps vis-a-vis des autres antigénes. 

D’aprés ces résultats, on voit que la facon dont le cheval réagit, 
soit 4 l’anatoxine, soit aux autres antigénes diphtériques, est aussi 
importante que la pureté de Vantigene employé, si l’on cherche 
a obtenir des sérums contenant comme seul anticorps, lanti- 
toxine. Ainsi le sérum 441 préparé avec une anatoxine trés pure 
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(3 000 UI/mg N) contient des le début de limmunisation (dix- 
huitieéme jour: 140 UF/ml) trois anticorps, l’un prédominant, 
l’antitoxine, et deux accessoires dirigés contre des antigénes non 
décelables par précipitation spécifique en gel dans l’anatoxine 
utilisée. 

Par contre, certains chevaux réagissent pendant toute la période 
de début de Vhyperimmunisation, en donnant uniquement |’anti- 
toxine et l’on peut, en les saignant 4 cette phase, obtenir des 
sérums a « une zone » ne contenant comme anticorps antidiphté- 
rique que l’antitoxine. Exemple : sérum 1451 (fig. 4). Pour ce 
sérum, nous avons étudié, par précipitation spécifique en gel, 


Vic. 4. — Précipitation spécifique en gel : aspects observés sur les sérums prélevés 
a des dates variables au cours de l’‘hyperimmunisation du cheval 1451. De gauche 
i droite : 1& tube, septitme jour; 2€ tube, treiziéme jour; 3° tube, quinziéme 
jour; 4& tube, dix-huititme jour; 5° tube, trentieme jour ; 6% tube, quarante- 
{roisiéme jour; 7° tube, soixante-troisitme jour; 8® tube, quatre-vingt-deuxiéme 
jour. Couche inféricure ; solution de toxine M brute gélosée, concentration finale 
150 UF/ml. Couche intermédiaire : gélose simple. Le sérum dilué au demi et 
non gélosé a été ajouté au-dessus de la couche de gélose. Seules les deux couches 
inférieures ont été représentées. 


toutes les saignées d’épreuve prélevées au cours de l’immuni- 
sation, 

On peut done en immunisant des chevaux avec des anatoxines 
de pureté élevée (voisine de 3000 Lf/mg N) obtenir des sérums 
de titre moyen (150 4 200 UF/ml), ne contenant pratiquement 
qu'un seul anticorps antidiphtérique, Vantitoxine. 

Si l’on continue l’hyperimmunisation longtemps, on voit dans 
tous les cas apparaitre 4 cdté de Vantitoxine des anticorps dirigés 
contre d’autres antigénes présents dans lanatoxine  utilisée. 
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L’apparition de ces autres anticorps est beaucoup plus précoce 
avec les anatoxines non purifiées. 

Bowen [5] avait fait des observations du méme ordre en étu- 
diant, par précipitation spécifique en gel, des sérums hyperim- 
muns antidiphtériques. 

Par ailleurs, sur un méme cheval, il nous a été donné 
d’observer, dans un certain nombre de cas, une autre modifica- 
tion survenant dans les anticorps antitoxiques proprement dits, 
au cours de l’hyperimmunisation. 

On peut voir, chez certains chevaux, le rapport L+/Lf baisser 
et passer d’une valeur nettement supérieure & 1 & une valeur 
inférieure 4 1 (tableau II). 


Tasieau II, 


2 N° du sérum Jour aprés la 1° Rapport L+/Lf 
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* Mélange des sérums préleyés entre le douzitme et Je quarante-troisitme jour. 


En méme temps, l’antitoxine d’abord localisée chez ces chevaux 
de fagon prédominante dans la fraction y des globulines (début 
d’immunisation) se trouve en fin d’immunisation, de facon prédo- 
minante, dans les p,-globulines (Cf. fig. 5). 

Cette constatation est 4 rapprocher des faits analogues signalés 
par Kekwick [6]. 

Les anticorps apparaissant dans les premiers stades de l’hyper- 
immunisation sont surtout constitués par des y-globulines, avec 
un rapport L+/Lf élevé en général. 

Au fur et a mesure que lhyperimmunisation progresse, on 
trouve de moins en moins d’antitoxine dans les y-globulines. Chez 
un cheval hyperimmunisé & haut titre antitoxique, voisin de 
1 000 UF/ml, la quasi-totalité des anticorps est de type p,-globu- 
line, de rapport L+/Lf inférieur a 1. 
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Ces observations seront rapportées en détail dans une publi- 
cation ultérieure [7]. 

Ce résuliat ne concorde pas avec l’opinion de Jerne [8]. Pour 
Jerne, les sérums de début d’immunisation sont relativement peu 
avides, donnant des complexes facilement dissociables. 

Nous nous sommes demandé si cette contradiction ne tenait pas 
4 une différence de terminologie, les sérums de début de notre 


EAL. 


toxine 


Fic. 5. — Immunoélectrophorése du sérum 341 selon Ja technique Grabar- 

Williams (11). S. N.C. : sérum normal de cheval. Sur la colonne de gauche est 

indiqué élément de détection immunologique placé aprés l’électrophorése dans 

les rigoles Jatérales : L. A.C. (sérum de lapin anti-cheval) ou toxine diphtérique 
purifiée. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Précipitation spécifique en gel. Couche inférieure : gélose + sérum. Couche inter- 
médiaire : gélose. L’antigéne a dilution variable et non gélosé, est ajouté au-dessus 
de la gélose. 


Fic. 1. — Sérum 344. Fin d’immunisation. Concentration finale 100 UF/ml. 


Fic. 2. — Sérum 339. Fin d’immunisation. Dilué au demi. 
Concentration finale : 35 UF/ml. 

Fic. 3. — Sérum 342. Fin d’immunisation. Dilué au demi. 
Concentration finale : 17 UF/ml. 


Nic. 4. — Sérum 341, Fin d'immunisation. Concentration finale : 100 UF/ml. La 

toxine M concentrée, non purifiée, est ajoutée aux diverses concentrations suivantes 

(de gauche a droite) : 1° tube, 450 UF/ml; 2¢ tube, 250 UF/ml; 3¢ tube, 
100 UF/ml ; 4¢ tube, 50 UF/ml ; 5¢ tube, 25 UF/ml. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire E.-H. RELYVELD, 0. GIRARD, 
T. 99. R. CORVAZIER et M. RAYNAUD. 
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clude étant des sérums obtenus aprés un certain nombre d’injec- 
ons immunisantes, mais prélevés avant que s’effectue la montée 
terminale importante caractéristique des sérums hyperimmuns. 

Nous avons donc étudié des sérums précoces prélevés dans les 
tout premiers jours de l’immunisation, entre le huitiame et le 
quinziéme jour et possédant des titres de 10 a 50 UF/ml (Cf. 
tableau III). 

La nature de l’anticorps synthétisé chez ces chevaux, a la suite 
des toules premiéres injections vaccinantes, est variable d’un 
animal a Pautre. La premiére réaction de synthése des anticorps 
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conduit a la formation d’une faible quantité soit de y, soit de 
By-antiloxine, soit d’un mélange des deux (1). 

Par la suite, diverses éventualités peuvent se produire : 

1° Certains chevaux, méme vaccinés avec des analoxines rela- 
tivement pures (et a fortiori avec des anatoxines brutes), ne pro- 
duisent que des anticorps dirigés contre les antigénes diphtériques 
autres que la toxine (exemples : n® 339 et n° 342). 

Ces animaux ne peuvent pas étre hyperimmunis¢és par l’ana- 
toxine diphtérique et sont dans la pratique éliminés. 


(1) Tl faut noter que tous ces chevaux ont été sélectionnés et pré- 
sentent au départ une réaction de Schick négative. Ils ont donc une 
immunité antidiphtérique naturelle de base, provenant vraisembla- 
blement d’un contact antérieur avec Je bacille diphtérique. 

Cetle sélection est basée sur l’observation faite trés anciennement 
4 l'Institut Pasteur, qu’en général ces chevaux Schick-négatifs devien- 
nent, dans les délais de V’hyperimmunisation, de meilleurs produc- 
teurs de sérums que les chevaux Schick-positifs. 

Nous étudions actuellement le comportement, au cours de l’immu- 
nisation, de chevaux Schick-positifs, ne possédant pas cette immu- 
nité naturelle de base. 
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2° La plupart des chevaux s’hyperimmunisent. Diverses évolu- 
tions, dans la répartition de l’antitoxine entre les B,- et les y-glo- 
bulines, peuvent s’ observer. 

a) Certains chevaux, ayant répondu dés le début par la forma- 
tion de f,-antitoxine, continuent a fabriquer des £,-antitoxines 
pendant lhyperimmunisation (exemple : n° 13810). 

Le rapport L+/Lf des sérums de ce type reste toujours infé- 
rieur a 1. 

b) D’autres chevaux qui avaient produit un mélange de f,- et 
y-antitoxines, en réponse aux premieres injections vaccinantes, syn- 
thétisent par la suite des y-antitoxines de facon prédominante, 
puis dans un troisiéme stade, 4 nouveau, des f,-antitoxines 
(exemple : n° 1451). 

Le rapport L+/Lf des sérums de ces animaux varie de facgon 
considérable aw cours de l’hyperimmunisation, d’abord inférieur 
a 1, puis supérieur A 1, puis 4 nouveau inférieur a 1. 

c) D’autres chevaux enfin, qui avaient répondu aux premiéres 
injections vaccinantes par la formation d’un mélange de y+ 6,-anti- 
toxines avec prédominance de y-globuline, continuent a synthé- 
tiser des antitoxines de type y de facon trés prédominante. Ils 
peuvent atteindre des taux d’antitoxine moyens, mais jamais les 
taux trés élevés observés dans les groupes précédents (exemple : 
sérum n° 441 ; taux final : 225 UF/ml). 

Il semble que cette caractéristique ait eu pour effet de les faire 
éliminer, en général, dans la préparation des sérums commer- 
claux. 

Pourtant ces sérums, qui restent de type y prédominant, conser- 
vent paralléclement un rapport L+/Lf trés élevé, de Vordre de 2. 
Leur courbe de précipitation quantitative est aussi trés différente 
de celle des sérums précédents a £,-antitoxine prédominante [4]. 

Il est trés difficile dans l'état actuel de nos connaissances de 
prévoir le type vers lequel évoluera un cheval donné. 

Il nous semble important d’essayer de sélectionner les sérums 
du dernier type décrit, & taux floculant modéré peut-étre, mais 
dont les antitoxines sont de type y. Ces sérums ont une avidité 
netlement supérieure a celle des sérums hyperimmuns ordinaires, 
avidité dont le rapport L+/Lf élevé n’est qu’une des manifes- 
tations. 

On peut se demander en effet si les activités thérapeutiques plus 
puissantes observées au début de l’ére sérothérapique n’étaient 
pas dues a la teneur élevée des sérums préparés a cette époque 
en y-globuline antitoxine. 

Une hypothése analogue a déja été formulée par Kekwick {9} 
pour les résultats obtenus par Mc Sweeney [40] et développée par 
Cinader [44] dans le cas de l’antitoxine antitétanique. 
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SUMMARY 


PREPARATION OF DIPHTHERIA ANTITOXIN BY IMMUNIZATION 
OF HORSES WITH PURIFIED TOXOID. 


Study of the properties of different horse sera after immuni- 
zation with diphtheria toxoids, the purity of which varies from 
1180 to 3000 UF/mg N. 

When a very pure toxoid is used, it is possible to obtain 
sera which contain only one anti-diphtheria antibody, the anti- 
toxin, on condition that serum should be taken in the first stages 
of the hyperimmunization, when the antitoxin titer is comprised 
between 150 and 200 UF/ml. 

Antitoxin is chiefly localized in y-globulins at the beginning of 
hyperimmunization, in f-globulins at the end of hyperimmuniza- 
tion. The higher the proportion of antitoxin associated to 
y-globulins, the higher the ratio L+/Lf. 
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ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 


VI. — ACTION TOXIQUE EXPERIMENTALE 
A. — CARACTERES GENERAUX DE L’INTOXICATION 


par M. DIGEON (*), et M. RAYNAUD (**) 
{avec la collaboration technique de M™ Jeanne RIZA}. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Nous avons rapporté dans diverses publications antérieures /4, 
2, 3], quon peut extraire des formes « rough » de Salmonella 
typhi une substance soluble toxique et antigénique, que nous 
avons appelée toxine R2. La nature chimique exacte de cette 
toxine n’a pas encore été déterminée. Les préparations toxiques 
obtenues se présentent sous forme d’un complexe polyoside-lipide- 
protéine, analogue a celui de l’endotoxine typhique classique dite 
antigene O, ce dernier possédant une fraction polyosidique plus 
complexe que celle de la toxine R2 [4]. L’étude chimique sera 
publiée ultérieurement. L’étude immunologique [5] a montré que 
Ja toxine R2 est indépendante des antigénes spécifiques O et Vi, 
mais semble associée aux antigénes « rough » communs a de 
nombreuses salmonelles. D’autre part, la toxine R2 posséde des 
propriétés vaccinantes anti-endotoxiques [6] et se montre capable 
de protéger les souris contre l’action toxique de diverses salmo- 
nelles en forme « rough » et en forme « smooth » de constitutions 
antigéniques trés différentes. 

Nous nous sommes proposé d’étudier les propriétés toxiques 
de cette substance comparativement a celles de l’endotoxine clas- 
sique dite antigéne O. L’intoxication de Vanimal se traduit par 
des phénoménes nerveux, congestifs, vasculaires et intestinaux, 
avec modification de la formule sanguine et leucocytaire et de la 
elycémie. Ces différents phénoménes ont été étudiés sur souris, 
rats, cobayes et lapins. 


(*) Chargée de Recherches & l'Institut National d’Hygiéne. 


(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 
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SYMPTOMES ET CARACTERES GENERAUX DE L” INTOXICATION. 


Souris : L’inoculation d’une dose mortelle de toxine R2 a la 
souris provoque une intoxication rapide, tuant le plus souvent 
Yanimal dans un délai de vingt-quatre a quarante-huit heures, 
parfois de quelques heures seulement. Dans les heures suivant 
Vinjeclion, on observe la prostration des animaux et de la diar- 
rhée, Le lendemain, les souris intoxiquées présentent de la 
conjonetivite (yeux fermés et collés). 

La dose minima mortelle (plus faible dose tuant 100 p. 100 des 
animaux dans un délat de quatre jours) a été déterminée sur 
souris blanches pesant 18 & 20 g. Elle est variable selon la voie 
dinoculation. Par voie intraveineuse et intrapéritonéale, elle est 
du méme ordre de grandeur, variant de 100 a 400 microgrammes 
selon les préparations. Par voie intramusculaire et sous-cutanée, 
il faut des doses beaucoup plus fortes : 1000 a 3 000 ug et les 
résultats sont surtout beaucoup plus irréguliers. Il est a noter que 
la quantité absolue de substance toxique inoculée n’entre pas 


Variation de la toxicité avec la concentration des solutions. 


Expérience 1. 


i Préparation 8.032 en solution a: ‘ 
i 1 mg/ml ; 0,2 mg/ml i 
. ' . ‘ i 

i Doses en rE $ Mortalité ; Doses en pg i Mortalite i 
8 s ' 

, ‘ ’ 4 H 
: 100 : 5/6 : 100 : 3/6 : 
4 a ; t 8 ‘ 
Ee eee 
i 200 i 6/6 i 200 ‘ 2/6 H 
: : : : : 


Expérience 2. 


t 
i Préparation 8.200 en solution & : 1 
‘ 3 mg /ml 1 ng/ml H 
i Doses en Pé ; Mortalité ; Doses en Hg i Mortalité H 
t 1 ' H H 
{ 75, 4 10/10 ‘ 50 eid baloey eT 
‘ s . 8 e 
Oh 
: 
: 150 : 10/10 ‘ 100 H 4/10 . 
jr cn Senn ot EET 
: 300 oo 46/16 i 200 H 9/10 ' 
: : : : : 


La mortalité est exprimée en nombre de souris mortes/nombre de souris inoculées. 
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seule en jeu dans la toxicité, mais que la concentration de la 
solution aqueuse de toxine joue un réle important: une dose 
sirement mortelle 4 une certaine concentration ne l’est plus que 
de facon irréguliére si on Vinocule sous un plus grand volume. 
Nous donnons (voir tableau), a titre d’exemple, les résultats de 
deux expériences illustrant ce fait. 

La dose 50 p. 100 de mortalité (DM50) a été calculée selon la 
méthode des probits [7, 8, 9] et selon la méthode de Reed et 
Muench [410]. Les résultats obtenus par les deux méthodes concor- 
dent généralement trés bien. La DM50 varie alors selon les pré- 
parations toxiques de 50 4 200 pg en inoculations intraveineuses 
ou intrapéritonéales, de 300 4 500 yg en injections intramuscu- 
laires ou sous-cutanées. 

La dose minima mortelle et la dose 50 p. 100 de mortalité 
obtenues avec nos préparations d’antigéne O préparées selon la 
méthode de Boivin sont du méme ordre de grandeur. 

Reproduction de la salmonellose des souris au moyen de la 
toxine R2. Nous avons pu, par injections sous-cutanées de doses 
faibles de toxine R2 (1/10 de la DMM) répétées quotidiennement 
pendant cing jours de suite, déterminer une intoxication lente repro- 
duisant le tableau clinique de la salmonellose des souris : cedéme 
du museau, conjonclivite purulente, diarrhée, amaigrissement. La 
mort survient dans des délais semblables 4 ceux de J’infection 
par Salmonella enteritidis Danysz (germe naturellement trés patho- 
géne pour la souris) ; dans nos expériences : six 4 quinze jours 
apres inoculation de germes vivants de S. enteritidis Danysz dans 
le cas de l’infection, sept 4 quinze jours aprés la premiére injec- 
tion de solution toxique dans le cas de l’intoxication par la 
toxine R2. 

En outre, nous avons observé que des inoculations répétées de 
doses faibles sont, en définitive, plus sévéres que la méme dose 
totale inoculée en une seule fois : avec une dose totale a peu prés 
égale 4 la dose 50 p. 100 de mortalité, répartie en cing injections, 
la totalité des animaux subit une profonde intoxication et la morta- 
lité, observée en plusieurs expériences, a été de 70 a 100 p. 100. 


Rats : Les symptomes d’intoxication chez le rat sont sensible- 
ment les mémes que chez la souris : prostration (seulement avec 
de trés fortes doses), diarrhée, larmoiement des yeux, dans les 
heures suivant Vinoculation. L’intoxication des rats par l’anti- 
géne O Boivin ne montre pas de différence marquante. 

La dose minima mortelle pour des rats blancs pesant de 80 
4 100 g, par injection intraveineuse, varie de 250 a 1000 ug. 
La ee 50 p. 100 de mortalité est de 200 ug pour la préparation 
étudiée. 
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Copayes : Le cobaye est également sensible a la toxine R2. La 
DMM est de 2000 ng par voie intrapéritonéale, 1 000 ug par 
inoculation intracardiaque pour des cobayes de 350 ¢. La DM50 
est de 420 wg par voie intrapéritonéale, 350 ug en injection intra- 
cardiaque pour la préparation étudiée (DMM souris = 400 Le, 
DM50 souris = 190 pg). Le syndrome d’intoxication se caracté- 
rise principalement, comme précédemment, par des phénoménes 
intestinaux : diarrhée, et nerveux : prostration générale ; celle-ci 
est nettement plus accusée que chez les rats. ‘L’animal présente 
un affaiblissement musculaire tel qu’on pourrait croire a une 
paralysie de tout le train postérieur ; cependant il n’y a aucune 
paralysie réelle. 


Observation des lésions intestinales aprés injection intraganglion- 
naire. Nous avons effectué V injection de la toxine R2 dans les gan- 
glions mésentériques du cobaye, telle qu’elle a été pratiquée par 
Reilly [44, 42]. Aprés laparotomie, on inocule la toxine dans un 
ganglion mésentérique iléo-ceecal. Deux heures aprés l’interven- 
tion, les animaux sont complétement prostrés, tandis que les ani- 
maux témoins opérés dans les mémes conditions et injectés avec 
de V’eau physiologique restent vifs et semblent en bon état. Avec 
une dose de solution toxique équivalant a deux fois la dose 
minima mortelle pour la souris, les animaux meurent en douze 
heures. A l’autopsie, nous avons trouvé les mémes lésions que 
celles observées par Reilly avec des germes « smooth ». Nous 
avons constaté de maniére constante : hypertrophie et hémorragie 
du ganglion inoculé et des ganglions iléo-ceecaux supérieurs, 
lésions hémorragiques des capsules surrénales et congestion des 
poumons. Nous avons noté fréquemment, mais moins réguliére- 
ment, une congestion hémorragique de l’intestin, de l’estomac, 
du péritoine avec ou sans épanchement de liquide péritonéal 
hémorragique. 

Par injection intraveineuse, la toxine détermine les mémes 
lésions mais la mort est souvent plus tardive. 


Lapixs : Le lapin est beaucoup plus sensible 4 la toxine R2 que 
les animaux précédemment ¢étudiés. Cerlains lapins peuvent 
mourir en quelques jours aprés une injection intraveineuse d’une 
seule dose de 5 wg, en vingt-quatre heures avec 10 ng ou méme 
en six heures avec 50 ug par kilogramme d’animal. Ces doses 
mortelles sont du méme ordre de grandeur que celles trouvées par 
Landy avec ses préparations purifiées d’antigene O [413] et celles 
observées par Westphal avec son lipopolysaccharide extrait 
d’E. coli [44, 415]. Le temps d’incubation, apres injection de la 
solution toxique, par voie veineuse, est tres court: un quart 
d’heure aprés inoculation, l’animal commence a ¢lre malade et 
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le tableau complet de l’intoxication s’établit en une a trois heures. 
Il présente d’abord une dyspnée violente suivie d'un état de 
prostration accompagné d’une certaine catatonie : animal est 
effondré ; si on le met sur le dos ou sur le cété, il reste parfols 
un long moment dans la position ot on l’a mis, immobile et sans 
réaction (Cf. observations de Poppi {46]). Si on le secoue, il se 
redresse et ne présente aucune paralysie apparente. C'est le 


tuphos analogue a celui obtenu par Tardieu {417} avee lantigéne 
de Boivin par injection dans le 8° ventricule, chez le chien (fig. 1). 

On observe fréquemment une diarrhée transitoire entre la pre- 
micre et la troisieme heure ; cependant, certains animaux meurent 
sans avoir présenté de diarrhée. 

On constate également une vaso-constriction des vaisseaux péri- 
phériques : les oreilles sont froides et la veine marginale sec- 
tionnée au bistouri ne saigne pratiquement pas. 


D’autre part, on note au cours de la premiére heure aprés 
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injection d’une forte dose de toxine R2 (5 mg par kilogramme), 
une chute brutale de la pression artérielle carotidienne. Celle-ci 
tombe par exemple de 7,5 & 2,5 en quarante minutes, ou de 8,4 
i 0,5 en soixante-dix minutes ; ensuite, elle se maintient ou con- 
tinue 4 s’abaisser lentement avec des intervalles de remontée 
passagere. 

Les lapins meurent généralement dans un délai de trois a six 
heures, celui-ci pouvant se raccourcir & moins de deux heures 
avec des doses trés fortes. Au contraire, certains animaux ayant 
recu des doses faibles (5-10 wg) semblent se remettre apres quel- 
ques heures d’intoxication aigué (dyspnée et somnolence) et 
meurent quelques jours apres. 

Nous avons aussi expérimenté la toxine R2 sur de jeunes lapins 
de 1 mois. Nous avons constaté que les symptomes observés chez 
ces jeunes lapins sont exactement les mémes que chez les adultes : 
malaise passager (animal en boule, poil hérissé) avec une dose 
trés faible (0,1 yg par kilogramme), somnolence et diarrhée pour 
une dose moyenne (10 ug par kilogramme), dyspnée violente, 
prostration, catatonie et forte diarrhée avec des doses fortes 
(100 pg et 2.000 wg par kilogramme). Notons aussi en passant que 
les courbes de température de ces trés jeunes lapins sont en tout 
semblables 4 celles des lapins adultes recevant les mémes doses 
(par kilogramme d’animal). [Voir étude de Vl influence de la 
toxine R2 sur la température des animaux (1).] 

Parmi les propriétés de la toxine R2, nous devons encore 
signaler son pouvoir nécrosant. Par injection intradermique au 
lapin blane (préalablement rasé a la tondeuse), la toxine R2 
détermine une zone congestive plus ou moins étendue selon les 
doses injectées, au centre de laquelle apparait bientot de la 
nécrose. 

La dose minima réactive de la toxine R2 en injection intrader- 
mique est de l’ordre de 8 4 20 pg, mais elle est trés variable 
d’un animal a l'autre et n’a pu, de ce fait, étre utilisée comme 
méthode de titrage. 

Ces propriétés congestives et nécrosantes s’observent aussi avec 
lantigéne O, pour lequel elles ont été décrites a plusieurs reprises 
(Cf. Kourilsky [418], Delaunay [49], Lasfargues [20], H. R. 
Morgan [24)). 

Nous avons étudié comparativement |’intoxication du lapin par 
l’antigéne O, préparé selon la méthode de Boivin. Le tableau 
clinique est assez semblable 4 celui obtenu avec les préparations 
toxiques R2: dyspnée, prostration, catatonie, diarrhée, vaso- 
constriction des vaisseaux périphériques (étudiée en détail par 


(1) A paraitre prochainement. 
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Boquet et Delaunay [22, 28, 24, 25, 26, 27]). Nous avons seule- 
ment noté, d’une maniére générale, des troubles nerveux moins 
accusés (prostration moins profonde) et des symptdmes intesti- 
naux plus marqués : diarrhée plus abondante et plus prolongée : 
cependant certains animaux ayant regu des fortes doses d’anti- 
eéne O sont morts sans avoir présenté de diarrhée. 


Discussion. 


Certains auteurs pensent que les symptémes observés aprés 
injection des endotoxines ne sont pas des phénoménes toxiques 
proprement dits, c’est-d-dire qu’ils ne sont pas causés par la 
toxine elle-méme, mais qu'il s’agit de phénoménes allergiques 
chez des animaux sensibilisés aux substances dites endotoxines 
par des infections précédentes & germes Gram négatifs ; linjec- 
tion de toxine ne serait donc qu’une injection déchainante de 
phénoménes allergiques (Stetson [28)). 

Etant donné, d’une part, les symptémes semblables observés 
chez un grand nombre d’animaux adultes, et chez de trés jeunes 
lapins susceptibles de n’avoir pas encore subi de sensibilisation 
préalable, d’autre part, le fait que les fortes doses donnent d’une 
maniére générale des phénomeénes toxiques plus marqués que les 
doses plus faibles, nous pensons que ces phénoménes doivent étre 
provoqués par une action de la toxine elle-méme. 

La nature des effets provoqués par diverses préparations d’endo- 
toxines sur ’embryon de poulet est aussi en faveur d’une action 
toxique directe, indépendante d’un état de sensibilisation antérieur 
(Smith et Thomas [29)). 

Les ressemblances entre les phénoménes allergiques et |’ intoxi- 
cation par les endotoxines, de méme que les similitudes entre cette 
intoxication et les états de chocs traumatiques (Delaunay [30)) 
pourraient s’expliquer par le fait que ces différentes manifesta- 
tions sont sous la dépendance du systéme nerveux. En effet, 
Penner et Klein [84], travaillant sur des chiens avec la toxine 
dysentérique, ont démontré que tous les symptomes de l’intoxi- 
cation sont provoqués par l’atteinte du systéme nerveux central, 
y compris les lésions intestinales que Reilly avait déja montré étre 
sous la dépendance du syst¢me nerveux sympathique. 

Les deux types d’intoxication étudiés provoqués, lun par la 
toxine R2, Vautre par l’antigene O préparé selon Boivin, pré- 
sentent de nombreuses ressemblances. On observe dans l’un ct 
autre cas: dyspnée, prostration, attitudes catatoniques, vaso- 
constriction des vaisseaux périphériques, troubles intestinaux. Il 
faut cependant noter, en général, des troubles nerveux plus 
accusés avec la toxine R2 (somnolence et prostration) et des 
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troubles intestinaux au contraire plus marqués (diarrhée plus 
abondante et plus prolongée) avec Pantigéne O. 

Les propriétés nécrosantes sont également les mémes. 

Une différence nette doit étre signalée en ce qui concerne la 
pression artérielle. Nous avons enregistré une baisse brutale 
de celle-ci dans Vheure suivant Vinjection de la préparation 
foxique R2. Au contraire, Boquet, Delaunay, Lehoult et Lebrun [32] 
ont constaté que la pression artérielle carotidienne du lapin reste 
stable pendant une grande partie de l’intoxication par Pantigéne O 
et ne s’abaisse qu’a la période préagonique. 


CoNCLUSIONS. 


L’observation des symptoémes généraux de intoxication par la 
toxine R2 et par l’antigéne O ne résout done pas la question de 
savoir si ces deux préparations contiennent une méme toxine. 

Elle permet de noter de grandes similitudes dans les manifes- 
tations pathologiques avec quelques différences portant sur la 
prédominance de tel ou tel symptome. On a l’impression que ces 
troubles sont dus A une famille de substances trés voisines, comme 
si la copule toxique de toutes ces endotoxines était ou identique 
ou de nature chimique semblable, les différences étant dues 4 leur 
incorporation dans des molécules, différant par ailleurs par leur 
taille et par la nature des constituants associés, polyoside, lipide, 
protéine. 

R&ésuME. 


Les caractéres généraux de J intoxication provoquée par 
la toxine R2 extraite des bactéries en forme « rough » de 
S. typhi ont été étudiés chez divers animaux: lapins, cobayes. 
rats et souris. On observe une dyspnée intense suivie de prostra- 
tion avec attitudes catatoniques, diarrhée, vaso-constriction des 
vaisseaux périphériques et chute de la pression artérielle. Les 
doses de 20 4 50 pg par kilogramme d’animal sont généralement 
mortelles chez le lapin. ‘Les autres animaux sont beaucoup moins 
sensibles. La dose 50 p. 100 de mortalité est de 350 4 400 ug par 
animal chez le cobaye de 350 g, 200 ug chez le rat de 100 g, 
50 4 200 peg chez la souris de 20 g. Des injections faibles répétées 
quotidiennement pendant cinq jours déterminent chez la souris 
une intoxication lente reproduisant la salmonellose provoquée par 
S. enteritidis Danysz. . 

Les propriétés toxiques de la toxine R2 sont trés voisines de 
celles de l’antigéne O (extrait des formes « smooth » de S. typhi 
par la méthode de Boivin) étudiées comparativement ; on note 
seulement une prédominance des symptOmes nerveux avec Ja 
toxine R2, des symptomes intestinaux avec l’antigéne O. 
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SUMMARY 


Stupics on Salmonella typhi R2 Toxin. 
VI. EXPERIMENTAL TOXIC ACTION. 


A. — GENERAL CHARACTERISTICS OF THE INTOXICATION. 


The symptoms of intoxication induced by R2 toxin (extracted 
from S. typhi R form) are studied in rabbits, guinea-pigs, rats 
and mice. The animals present a marked dyspnea, followed by 
prostration with catatonic manifestations, diarrhoea, vaso-constric- 
tion of peripheral vessels, and fall of blood pressure. Doses of 
20 to 50 ug/kge are most often fatal in rabbits. Other animals 
are much less sensitive. The DL50 is 350-400 wg per animal in 
350. g¢ weight guinea-pigs, 200 wg in rats of 100 g, 50 to 200 pug 
in mice of 20 g. Small doses, given daily during five days, 
induce in mice a slow intoxication, similar to the Salmonel- 
losis induced by S. enteritidis Danysz. 

The toxic properties of R2 toxin are very close to those of 
O antigen (extracted from S. typhi S forms by Boivin’s technique) ; 
the only difference being a prevalence of nervous symptoms 
with R2 toxin and of intestinal symptoms with O antigen. 
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CONTRIBUTION A L’EPIDEMIOLOGIE DE SH. SOWWE/ 


Ill. — MODIFICATION /W V/7RO DU TYPE BACTERIOPHAGIQUE 
DE SH. SONNEI 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN (°). 


(C. N. R.S. et Institut Pasteur, Service du D? Dumas) 


Hammarstrém [4] avait observé une inslabilité relative du type 
phagique in vilro. Au cours de repiquages répétés (durant quinze 
mois) sur 12 souches qu’il a étudiées, 3 ont muté. 14,3 p. 100 
des souches lyophilisées, gardées plus de vingt-sept mois, ont 
donné un pelit nombre de colonies mutantes. Il a obtenu des 
mutants a partir de souches fraichement isolées dans des condi- 
tions particuliéres, en prélevant les colonies résistantes dans 
l’espace lysé par les phages. Il a observé Vinstabilité in vivo du 
type des souches isolées a différentes reprises chez la méme per- 
sonne et chez différents sujets au début d’une épidémie. 

Mayr-Harting [2] étudie la stabilité du type bactériophagique 
in vitro en cultivant des souches de types connus en présence 
d'un phage. Elle trouve que le type phagique peut étre modifié, 
soit par une acquisition de résistance a ce phage particulier, soit 
par la sélection des résistants & ce phage, qui préexistaient. Pour 
que les résultats de la lysotypie soient valables et utiles pour 
l’épidémiologie, il faut assurer une stabilité du type phagique. 
Les phages actifs sur les bacilles typhiques se trouvent fréquem- 
ment dans les selles, les phages Vi sont rares. Selon Felix [8], 
cecil expliquerait la plus grande stabilité du type phagique Vi que 
du type O. 

Pour Shigella sonnei le cas est un peu particulier. Le germe 
est extrémement sensible 4 l’action des phages intestinaux. Leur 
action lytique s’exerce trés probablement in vivo comme elle le 
fait in vitro. Les modifications du type phagique sont donc trés 
probables. 

Les types phagiques décrits par Tee [4] en 1954 ont été stables 
durant son travail. Il a observé 52 épidémies. Dans 47 d’entre 
elles le type phagique est resté uniforme. Dans cing autres plu- 
sieurs types phagiques ont été rencontrés. Dans une épidémie 


(*) Manuscrit recu le 30 octobre 1956. 
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concernant un personnel hospitalier, il s’agissait d’une infection 
mixte. Dans deux autres, une infection mixte était vraisemblable. 
Dans deux autres épidémies au contraire, ou il s’agissait d’une 
infection familiale, le cas n’est pas clair. Les souches de Shigella 
sonnet semblent étre de type identique quand la contamination 
famillale est simultanée ou se reproduit a court intervalle. Plus 
on isole de souches dans une méme famille, plus la diversité des 
lysotypes trouvés s’accuse. Il semble que la modification de la 
sensibilité aux bactériophages, subie in vivo par le bacille, serait 
l’explication la plus plausible de la multiplicité des lysotypes. 

Nous [5] avons eu affaire surtout a des cas de contaminations 
sporadiques. La modification du type phagique in vivo n’a donc 
pu étre observée. Mais nous avons étudié les modifications qui 
surviennent in vitro. ‘Les expériences ont été faites avec une 
souche du type phagique 2, c’est-a-dire sensible aux 11 phages. 
Nous avons employé deux méthodes, la premiére proposée par 
Hammarstrém [4]. Trois colonies résistantes dans l’espace lysé 
par le phage I sont reprises et lysotypées. L’aspect de ces colo- 
nies est le suivant: tailles moyennes, plutdt réguliéres. Toutes 
les trois donnent un type phagique qui ne peut pas étre classé 
dans le schéma de Hammarstrém (tableau I). 


Tascieau I. 


a a ee ee ee + 
P H A G E iS) “ 
a i: eel eey, V VI MGEIGe IAAI Ty fem. x xR Se 
Duf. 
Souche RH +++] +++] +++] +44] +++ +++ [+++ +++ | +++] +++] +++ 
Phase Il i 
~~ eee ee fe 4 + 4 oh 
Duf. de 14 I 
3 colonies - - - — "| +++ - {& 40 - +++ J +++] +++] +++ 
résistantes plages 
au phage II a 
+++ = Lyse confluente. ++ = Lyse semi-confluente. + = Nombre des phages 


qui dépasse le chiffre 100. — = Négaltif. 


La deuxiéme méthode est employée par Mayr-Harting [2]. ‘La 
méme culture Duf. en phase II est cultivée en présence d’un 
filtrat du phage II, la concentration du filtrat étant 1/15 dans 
un échantillon, 1/150 dans l’autre. Les deux tubes sont gardés 
trois jours a l’étuve. Un isolement a partir de chacun d’eux 
permet de reprendre différentes colonies 4 lysotyper. Les colo- 
nies (& partir des deux tubes) ayant la morphologic de la phase II 
donnent le type phagique suivant, résistant umiquement au 
phage II (tableau I). 

Dix colonies rondes moyennes ayant plutdt Vaspect de la 
phase I étaient du méme lysotype que les colonies résistantes 
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reprises dans l’espace lysé par le phage II, c’est-a-dire résistantes 
aux phages I, H, WI, IV, VI, VIII, légérement sensibles au 
phage VII, sensibles aux phages V, IX, X, XI et XII (tableau IJ). 


TaBLeAu JI. 


P i A G E S 

I II TAT Vv Vat VII VIII} 1X X | XI XII , 
Colonies £ 
en phase II ++ - +++] +4 +++ +++ +++ +++ +++ +++] +++ [ +++ 
Dix colonie 20 & 50 
rondes - - - —| +++ - | plages - anne tf) aeael anol eae 

isolées/ 

ee ee ee ote (ees Ee ee Seer eee oe ele 


Pour vérifier les types sérologiques de ces colonies nous avons 
fait des agglutinations sur lame. Les colonies morphologiquement 
en phase II, qui donnaient un lysotype résistant seulement au 
phage II, étaient trés bien agglutinées (+ +) par le sérum homo- 
logue. Les dix autres ayant un aspect plutot lisse n’étaient pas 
agglutinées par le sérum en phase I; elles étaient agglutinées 
par le sérum en phase II mais moins bien que les colonies précé- 
dentes (+) [tableau III]. 


Tasieau III. 
Sérun anti- Sérum anti- Eau 
Sh. sonnei ph. I1/Sh. sonnei ph. I physiologioue 


Colonies 
n phase II ++ - - 
Colonies 
ondes + = 2 


éguliéres 
ae eases Net! EE: neg ae td a pene renin pene ra et pare Fat ee 


Les colonies rondes donnaient une suspension stable en eau 
physiologique, mais chauffée vingt minutes 4 100° la suspension 
s’agglutinait spontanément. Les cultures en bouillon a parliy de 
ces colonies donnaient un trouble léger avec un dépdt abondant. 
On sait que le repiquage des cultures de Shigella sonnei diminue 
considérablement la quantité des colonies en phase I. Les colo- 
mies en phase II deviennent de plus en plus nombreuses. Celte 
phase est beaucoup plus stable et durable, mais dans les vieilles 
cultures les colonies rugueuses apparaissent. 

Nous pensons que sous l’action du phage, qui est un agent 
mutagéne puissant, la phase dans laquelle se trouve la souche 
peut .étre changée. A cdté des colonies en phase II toujours 
présentes, on observe l’apparition d'autres formes. L’aspect de 
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leurs cultures en bouillon, l’instabilité des suspensions chauffées, 
absence d’agglutination avec le sérum en phase I, malgré la 
persistance de Vagglutinabilité avec le sérum en phase II, per- 
mettent de conclure qu’il s’agit de colonies a caractéres sérolo- 
giques R, malgré leur aspect morphologique trompeur. Cet 
aspect, qui fait penser a un retour de la phase II a la phase I, 
a été signalé a d’autres occasions par quelques auteurs. Koser 
et Slyron [6], en 1930, décrivent les colonies de Shigella sonnei 
quils appellent « S-like ». Ils les obtiennent a partir de la 
forme R, en faisant de nombreux passages en bouillon glucosé. 
Ces colonies ressemblent morphologiquement a la forme S, cer- 
taines donnent en bouillon un trouble uniforme, d’autres une 
culture granuleuse. En eau physiologique elles ont tendance a 
s’agglutiner spontanément. Les fermentations sucrées sont celles 
de la souche-mére S. Les colonies sont agglutinées par l’anti- 
sérum S, mais le fait qu’elles s’agglutinent spontanément diminue 
la valeur de ce test. 

De méme, Thjotta et Waaler [7], en 1932, décrivent les colo- 
nies S lisses, R rugueuses de Shigella sonnei et plusieurs formes 
inlermédiaires. En cultivant la forme R en bouillon glucosé et 
apres de nombreux repiquages, les auteurs obtiennent des colonies 
rondes réguliéres. Elles donnent une suspension homogéne et, 
quoique moins grandes, elles ressemblent aux colonies en 
forme S; mais, sérologiquement, elles sont identiques aux 
formes R. Les auteurs les nomment colonies « pseudolisses ». 
I] nous semble qu’avec d’autres moyens nous avons obtenu des 
colonies « pseudolisses » qui correspondent probablement a une 
forme- des colonies rugueuses de Wheeler et Mickle [8]. Les 
colonies qui ne sont_pas en phase II mais ont une fraction anti- 
génique commune avec cette phase peuvent étre typées avec les 
phages de Hammarstrém, mais leurs lysotypes sont différents 
de ceux de la phase II par leur résistance a plusieurs phages. 

Nous avons cherché a obtenir les types de colonies décrits par 
Ixoser, en faisant des passages en milieu glucosé de la souche Duf. 
en phase II. Les isolements étaient pratiqués aprés le septiéme, 
quinziéme, vingtiéme, vingt-quatriéme passage. Aprés les deux 
premiers repiquages nous avons oblenu uniquement des colonies 
en phase II les agglutinations confirmaient l’aspect des colonies. 
Les isolements apres Je vingticme et vingt-quatri¢me passage ont 
donné deux sortes de colonies. La grande majorité avait Vaspect 
de la phase II. Quelques-unes étaient petites et rondes. Repi- 
quées en bouillon elles donnaient un trouble léger avec dépot. 
Elles étaient bien agglutinées par le sérum anti-phase IJ, et elles 
étaient du type phagique 2. Maleré leur morphologie, leur consti- 
tution antigénique et leur sensibilité aux phages n’étaient pas 
modifiées. Il n’existe done aucune analogie entre les change- 
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ments dus aux repiquages multiples et ceux que détermine I’inter- 
vention du bactériophage. 

Pour vérifier si le type bactériophagique nouveau, né sous 
action du phage, passe d’une génération a une autre, nous avons 
fait plusieurs repiquages de cette culture de bouillon en bouillon. 
La lysotypie est faite avec les colonies isolées du quatriéme 
passage. On observe les deux mémes types de colonies et les 
types bactériophagiques qui leur correspondent, l’un résistant au 
phage II seulement, l'autre aux six mémes phages que dans les 
cas précédents. Les essais faits & partir des neuviéme et dixiéme 
passages ont donné les mémes résultats. 

Les expériences ont été poursuivies avec la méme souche, en 
reprenant les colonies résistantes dans l’espace lysé par différents 
phages. (Quelquefois ont était obligé d’attendre quarante-huit 
heures pour que les colonies apparaissent). On observe tantot 
des types résistants & un phage donné, tantot des types résistants 
a plusieurs phages (tableau IV). 


TasLeau IV. 
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phage I 
Duf. colonie — 
| 


+++ - 


Duf. colonie 
résistante au 
phage VIII 


Duf. colonie 
résistante au ++ +r * 
phage X 


Duf. 2 colonies | 
résistantes au ++ 
phage XI 


Les trois colonies résistantes au phage III ont donné le méme 
lysotype ; de méme les deux colonies résistantes au phage XI. 
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‘Les huit lysotypes sont différents, ils n’ont pas été rencontrés par 
nous hors de la lysotypie de nos souches. 

' Une autre souche du type phagique 2, Bon., a été étudiée 
(tableau V). Les colonies résistantes aux divers ‘phages ont été 
reprises et typées. Elles étaient plutot petites et réguliéres. On 
obtient des types: bactériophagiques nouveaux. Aucune des colo- 
nies résistantes n’a donné le méme type que les résistantes de Ja 
souche précédente Duf. 

TaBLeau V. 


Bon. +++] +++] +++] +++ 
Bon . colonies 

résistantes - + = = 
au phage I 


Bon. colonie 
résistante + — | +++ 
au phage II ‘ 


Bon. colonie 
résistante - 
au phage III 

Bon. colonie 

résistante - - + +++ - ++ 
au phage V 


+ 
i} 

* 
me 
+ 


Bon. colonie 
résistante +++ + | +++] +4t 
au phage X « : 


++ +++ +++ — |] +++] +++ 


La modification du type phagique in vitro est facile a observer ; 
nous voyons que les types peuvent varicr indéfiniment. Ceci nous 
oblige a envisager la possibilité du méme phénoméne in vivo 
I] est probable que, dans des cas sporadiques, les phages intes- 
tinaux ont modifié le type initial. Ceci expliquerait l’existence des 
lysotypes rencontrés une seule fois et qui ne peuvent étre classés. 
Les lysotypes qu’on obtient en cultivant les souches en présence 
des phages sont souvent résistants 4 plusieurs phages. On peut 
se demander si les lysoltypes qui, dés l’isolement, résistent a plu- 
sieurs phages n’ont pas subi dans J’intestin du malade une 
influence qui a entrainé une modification. 

Il faut admettre une multiplicité de types phagiques de Shigella 
sonnet, en tenant comple de la possibilité que les types spora- 
diques résistants & plusieurs phages représentent des types initiaux 
modifiés. 

Il nous semble intéressant de souligner la dissociation en plu- 
sieurs formes des colonies qu’on obtient en cultivant les souches 
de Shigella sonnei en présence de phages. Nous avons obtenu 
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ainsi, 4 partir de la méme souche, deux types phagiques. Si les 
deux formes de colonies agglutinent dans l’antisérum Shigella 
sonnei phase II et sont lysées par le phage XII, leur morphologie 
est différente. Pour lysotyper nos souches, nous avons toujours 
choisi les colonies ayant l’aspect de la phase II, c’est-a-dire assez 
grandes, un peu aplaties, avee un bord irréguher et légerement 
découpé, a la surface brillante. 


RESUME. 
Nous décrivons des expériences qui permettent d’obtenir !a 
modification du type bactériophagique de Sh. sonnet in vitro: 
modification qui met en garde contre d’éventuelles transforma- 
tions in vivo. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE EPIDEMIOLOGY OF Sh. sonnet. 
Ill. In vitro MODIFICATION OF THE PHAGE-TYPE OF Sh. sonnei. 


Experiments are described, which allow to obtain in vitro the 
modification of the phage type of Sh. sonnei. This modification 
suggests the possibility of a similar transformation in vivo. 
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QUELQUES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 
DES PSEUDOGLOBULINES ; DU SERUM DE CHEVAL 
SOUMISES A L’ACTION DES HAUTES PRESSIONS 


HYDROSTATIQUES. 


, 


DEUXIEME PARTIE 


par P. CHAHBASI (*). 


(Institut Pasteur, Services de Chimie Biologique 
et de Biochimie Cellulaire) 


Nous avons présenté, dans la premiére partie de ce travail [3], 
l'étude des propriétés antigéniques et anticorps des pseudo- 
globulines y (yPg) du sérum de cheval soumises a l’action des 
hautes pressions hydrostatiques.. Pour interpréter les résultats 
obtenus a l'aide des techniques immunochimiques, nous étudions 
a présent quelques propriétés physico-chimiques de ces protéines, 
en particulier: la selubilité, la mobilité électrophorétique, la 
vitesse de sédimentation et le coefficient de diffusion. 


I. — MopiricaTIon DE L’ SOLUBILITE DES yPg COMPRIMEES. 


D’une maniére générale, la solubilité d’une protéine diminue 
lorsqu’elle est dénaturée. Cette diminution est plus importante au 
point isoélectrique ; de plus, cette différence de solubilité entre 
la protéine native et la protéine dénaturée peut étre généralement 
augmentée avec la force ionique du milieu. 

Nous avons donc comparé la solubilité des protéines natives et 
comprimées. Ces protéines ont été précipitées 4 un pH proche 
du pH isoélectrique (pH;), & une force ionique de 2,3 (avec 
18 p. 100 de sulfate de sodium). Le précipité est ensuite centri- 
fugé et un microdosage d’azote du surnageant nous donne la 
quantité de protéines solubles et précipitées. 

On constate que la proportion des protéines dénaturées aprés 
action d’une pression constante passe par un minimum pour une 
valeur de pH voisine de 8,2-8,3. Nous avons choisi ce pH du 


(*) Manuscrit recu le 2 janvier 1957. 
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minimum de dénaturation pour toutes nos expériences, afin que 
ce paramétre influe le moins possible sur la dénaturation en 
fonction des autres parametres. 

Lorsqu’on fait varier la concentration des protéines compri- 
mées, on voit que la proportion de protéines précipitées augmente 
avec la concentration protéique. Cela montre que l’agrégation des 
protéines au moment de la compression se fait d’autant micux 
que les solutions sont plus concentrées. 

D’autre part, la proportion des protéines dénaturées pour une 
valeur fixe de pression et de température augmente en fonction 
du temps. De méme, pour une valeur fixe de pression et un temps 
constant de compression, la proportion des protéines dénaturées 
augmente en fonction de la température. 

Les courbes obtenues montrent que cette dénaturation n’est pas 
simple, ce qui interdit de déterminer l’énergie d’activation de la 
dénaturation par compression. 

La proportion des protéines dénaturées ne suit pas une lol 
simple. La proportion des protéines précipitées A pH 6,8, qui 
augmente en fonction de la pression jusqu’a 7 000 kg/cm’, devient 
a’ peu pres nulle pour les valeurs de pression voisines de 
9 000 kg/cm? et augmente ensuite pour les pressions supérieures. 

En faisant varier les temps de compression a 7 000 kg/cm’, 
on constate que la solubilité des protéines passe par un minimum 
pour un temps voisin de trente minutes et augmente ensuite. La 
quanlité de protéine précipitée, qui est de 90 p. 100 aprés trente 
minutes de compression, est seulement de 8,2 p. 100 aprés quinze 
heures, ce qui nous a fait penser que la solubilité des yPg com- 
primées a 9000 kg/cm? pourrait aussi probablement passer par 
un minimum pour les premiéres secondes de compression, pour 
étre ensuite augmentée a partir des premiéres minutes. 

Nous avons formulé Vhypothése que deux actions différentes 
sur la molécule protéique provoqueraient cette augmentation de 
solubilité en fonction du temps de compression : l'une, avec une 
vitesse plus grande, entrainerait la dénaturation et done la dimi- 
nution de la solubilité ; Pautre, plus lente, produirait au contraire 
une modification des protéines dénaturées s’accompagnant d’une 
augmentation de solubilité en présence de fortes concentrations 
salines. Cette derniére action se manifesterait apres des temps 
différents lorsqu’il s’agirait de différentes pressions. 

Ce phénomeéne nous a conduit 4 étudier la solubilité de ces 
protéines d’une maniére plus approfondie. 

Nous avons d’abord déterminé la solubilité en fonction du pH 
des yPg natives et comprimées (fig. 1). Lorsque la force ionique 
est de 2,9, une partie des yPg natives précipite aussi (courbe A,) 
La précipitation des yPg comprimées A 7000 ke/em? est iF 
97 p. 100 a tous les pH, alors que les yPg comprimées a 
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9 000 kg/cm? précipitent beaucoup moins (courbe C,). Lorsque Ja 
force lonique est égale a 2,3, ni les yPg natives, ni les yPeg 
comprimées 4 9000 kg/cm? ne précipitent, mais celles compri- 
mées a 7 000 kg/cm? précipitent pour une grande part (courbe B,). 
Ainsi, en présence de fortes concentrations salines, les yPg com- 
primeées a 9 000 kg/cm? sont, a tous les pH entre 5 et 8,5, plus 
solubles que les yPg comprimées A 7 000 kg/em?. En outre, on 


100 


(ep) {o) 
oO oO 


YX PG PRECIPITEES (g pour 100) 
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0 
4 
Hic. 1. — Précipitation 4 divers pH des y Pg natives et dénaturées aprés action 
de 7 000 et 9000 kg/cm? de pression : [1/2 = 2,5 : A, —y Pg natives ; B, — y Pg 
comp. 4 7000 kg/em2; C,—yPg comp. a 9000 kg/em?. — [/2 = 2,3 


A, — y Pg natives; B, — y Pg comp. 4 7000 kg/cm? ; C, — y Pg comp. a 
9 000 kg/cm2, 


remarque qu’en présence de fortes concentrations salines, les 
yPg natives ainsi que les comprimées possédent un maximum de 
solubilité a un pH voisin du pH;. Ce phénoméne avait déja été 
signalé par Perez [48] dans le cas des yPg natives. 

Nous avons done été conduit a faire une série de précipitations 
a pH 8 [pH éloigné du pH, de ces protéines]} (courbes IV et I, 
fig. 2). Mais méme a ce pH, le minimum de précipitation, pour 
une zone de pression voisine de 9000 kg/cm’, persiste. 
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Si l’on précipite ces protéines en absence totale de sel, mais 
i un pH voisin du pH; (dans une série de précipitations, nous 
avons amené le pH a 6, a l’aide d’une faible quantité d’acide et, 
dans une autre série, par dialyse contre l’eau distillée). Nous 
constatons (courbes IL et III, fig. 2) que les discontinuités obser- 
vées dans les courbes de precipitation a forte concentration saline 
ont disparu et que la proportion de protéines précipitées croit 


100 
90 
80 


70 


Y PG PRECIPITEES (g pour 100) 


2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000 
PRESSION kG/om2 


Fic. 2. — Précipitation des y Pg dénaturées aprés action de diverses pressions, 
a 37°C pendant trente aie & pH 8, en présence de fortes concentrations 
stlines et & pHi 6 (proche du pHj) en absence de sel. — I — pH 8 — [7/2 = 2,3; 
Ti — pH 6 — [/2 = C0; IV — pH 8 — PF/2 = 2; Il — pH 6 — T/2 = 0,013. 


progressivement, & mesure que l’on augmente la pression. Une 
solution de yPg comprimées pendant trente minutes A 11000 kg/cm? 
précipite & peu pres totalement a son pHi, alors que la protéine 
native ou comprimée jusqu’d 2 000 kg/cm? reste en solution. 


IT. — Erube &LECTROPHORETIQUE DES SOLUTIONS DE yPg COMPRIMEES. 


L’appareil d’électrophorése utilisé est du type Tiselius, équipé 
du dispositif optique de Philpot-Svenson [49, 23]. La mobilité des 
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TabiEay. I. 


Y Pe natives 


Y Pg comprimées 
& 5.000 Kg/cm2 


y Pg comprimées 
& 7.000 Kg/cm2 


y Pg comprimées 
& 9.000 Kg/cm2 


y Pe comprinées 
& 11.000 Ke/em2 


Mobilité x 10—* cm?.Sec—1Volts—! + 0,1 a différents pH, des y Pg natives et 
comprimées. Concentration en protéines : 1,3 p. 100. (Les valeurs sont la moyenne 


sur 5 mesures.) 


Fic, 3. — Diagrammes d’électrophorése des y Pg natives et dénaturées aprés action 
de diverses pressions, dans le tampon borate pH = 9, [7/2 = 0,1, concentration 
en protéines 1,3 p. 100. Temps = cent vingt minutes, fronti¢res descendantes (la 
fléche indique la direction de la migration) : a) y Pg natives; b) y Pg comp. 
4 5000 kg/cm? ; ec) y Pg comprimées a 7000 kg/cm? ; d) y Pg comprimées a 
8 000 kg/cm2; e) y Pg comprimées 4 9000 kg/cm?; f) y Pg comprimées 4 
19 000 kg/cm?; g) y Pg comprimées 4 11000 kg/cm? ; h) mélange a parties 
égales de y Pg natives et de y Pg comprimées & 7000 kg/cm?, concentration 
finale en protéines 1,7 p. 100. 


Annales de VInstitut Pasteur, 92, n° 5, 1957. 


is 
— 
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constituants est calculée sur la photographie de l’image de la 
frontiére descendante, les clichés sont pris toutes les trente minutes, 
les électrophoréses durent de mille huit cents a quatorze mille 
secondes, dans un champ électrique de 3 a 4 Volts/em, a une 
température de 4° C + 0,1. 

Les tampons employés sont : 

1° pH 4,5: acide acétique, acétate de sodium, I/2 = 0,1. 


7 Pg natives 


comp. 4 3 000 kg/cm? 


comp. @ 5 000 kg/cm? 


comp. a 7 000 kg/cm* 


comp. 4 9 000 kg/cm? 


y Pg natives 


fic. 4. — Electrophorése sur papier des y Pg natives (témoin) et y Pg dénaturées 

aprés action de diverses pressions. Tampon véronal A pH 8,7, champs 10 Volts/cm. 

La durée d’électrophorése est de six heures (la fléche indique la direction de 
la migration). 


2° pH 7,5: phosphates monopotassique et disodique, I'/2 = 0,1. 

3° pH 9: acide borique, KCl, NaOH, I/2 = 0,1. 

On voit (tableau I) qu’a pH 4,5, la mobilité éleclrophorétique 
des yPg comprimées reste sans changement sensible, alors qu’aux 
pli 7,5 et 9, celte mobilité augmente réguliérement en fonction 
des différentes valeurs de la pression. Cette augmentation est déja 
trés nette pour les yPg comprimées a 5 000 ke/em? ; elle change 
peu pour des pressions plus élevées. 
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De plus (fig. 8, a@ a g), les courbes d’électrophorése des yPg 
comprimées semblent étre plus aigués que celles des protéines 
natives. Les préparations comprimées paraissent ainsi électro- 
phorétiquement plus homogénes que les nalives, ce qui peut 
indiquer que la constante de diffusion de ces protéines a été dimi- 
nuée par la compression. 

L’électrophorése d’un mélange a parties égales des yPg natives 
et des yPg comprimées a 7 000 kg/cm? met aussi en évidence une 
augmentation de la mobilité ainsi que de la symétrie des courbes 
d’électrophorése (fig. 3, h). 

Des électrophoréses sur papier effectuées avec l’appareil de 
Machebceuf et Rebeyrotte [42], en tampon véronal pH 8,6, confir- 
ment les résultats cités plus haut (fig. 4). 


III. — CoNsTANTES DE SEDIMENTATION DES yPg NATIVES 
ET DES yPg COMPRIMEES. 


L’ullracentrifugation a été faite (1) dans lultracentrifugeuse 
Spinco - analytique, Modéle E, & la vitesse moyenne de 
59 780 tours/mn, avec une force centrifuge moyenne de 254 500 g. 
Les centrifugations sont réalisées a différentes concentrations de 
protéines et les valeurs de S,, sont obtenues par extrapolation 
i concentration nulle. Les solutions protéiques sont dialysées 
contre le tampon borate 4 pH 9, I/2 = 0,1. 


Tasteau II. — Constante de sédimentation des Pg natives. 
Concentration | Température -13 -13 . -13 
6,75 6,85 


6,35 6,6 


eee eo oo on ne = + 4 oe ee ee 


Les clichés d’ultracentrifugation de yPg natives (fig. 5) montrent 
une fraction avec une constante de sédimentation S,, = 6,9; cette 
solution apparait trés homogéene. 

Nous avons soumis a l’ultraceutrifugation les solutions du méme 
échantillon de protéines comprimées A 5 000, 7 000 et 9 000 kg/cm? 


(1) Les examens d’ultracentrifugation ont été effectués par nous a !a 
station centrale de l’ultracentrifugation du C.N.R.S., dans le labo- 
ratoire de M. le professeur Wurmser, avec la collaboration de M. Navier, 
auxquels nous adressons tous nos remerciements. 
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8 37°C pendant trente minutes. Les diagrammes sont profondé- 
ment modifiés, en particulier dans le cas des protéines comprimées 
i 7000 et 9000 kg/cm?. 

Pour les protéines comprimées a 5 000 kg/em?, on voit deux 


Fic. 5. Fic. 6. 


Kic. 5. — Diagrammes d'ultracentrifugation d’une solution de 0,9 p. 100: en 
protéines de y Pg natives. a) aprés soixanle-quatre minutes; b) aprés quatre- 
vingts minutes. La pointe unique de ces clichés montre lhomogénéité de 
celle préparation. 
La force centrifuge moyenne est toujours de 254500 g. La fléche indique 
la direction de la force centrifuge. 
Mic, 6. — Diagrammes d’ultracentrifugation d’une solution de 1 p. 100 de y Py 
dénaturées aprés action de 5000 kg/cm?. a) cliché pris deux minutes aprés la 
pleine vitesse ; on voit une faible proportion de constituant rapide qui est com- 
plétement ceulrifugée sur le cliché; b) cliché pris apres trente-quatre minutes 
de centrifugation. 


Fic. 7. Fires. oS: 


hic. 7. — Diagrammes Wultracentrifugation d’une solution de 1,08 p. 100 de y Pz 

dénaturées aprés action de 7000 kg/cm?. a) cliché pris six minutes aprés la 

pleine vitesse ; on voit le constituant rapide et intermédiaire ; b) cliché pris aprés 

quarante-six minutes de centrifugation ; le constituant rapide est complétement 
centrifugé ; on voil le constituant intermédiaire et lent. 


Fic. 8. — Diagrammes d’ultracentrifugation d'une solution de 1,47 p. 100 de y Pg 
dénaturées aprés action de 9000 kg/cm2. a) aprés quatre minutes; on voit le 
constituant rapide qui est complétement centrifugé sur le cliché; b) apres vingt 
minutes ; on peut distinguer trois constituants avec des vitesses de sédimentation 


de 2,6, 6,4 et 11S. 
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constituants : un constituant principal avec une So.» de Vordre de 
celle des yPg natives, et un constituant lourd : ae == elie 6): 

Pour les yPg comprimées & 7000 kg/cm?, on voit au moins 
trois constituants différents (fig. 7). 

Le plus rapide des constituants aurait une S,, de l’ordre de 
90 S; il n’est visible que dans les premiéres minutes ; quinze 
minutes suffisent pratiquement & achever sa sédimentation. 

_ ‘Le second constituant, ou constituant intermédiaire, aurait une 
Soo = 6,7, qui est a peine inférieure a celle des yPg natives. 

Enfin, le constituant le plus lent ayant une S,, = 2, 4 S 
est observé aprés vingt a quarante minutes de centrifugation 
(tableau ITI). 


iapteau TI, — Vitesses de sédimentation des différents constituants 
existant dans une solution de . Pg comprimées 4 7 000 kg/cm?. 


Concentration Constituant SEs as Cone tituant 
(g pour 100) le plus lent Const. intermédiaire le plus rapide 


Les yPg comprimées 4 9 000 kg/cm? sont plus hélérogénes et 
plus polydispersées que précédemment (fig. 8). On voit au moins 
quatre constituants, le constituant le plus rapide ayant une vitesse 
de sédimentation de l’ordre de S,, = 60 et le plus lent de l’ordre 
Gen Sey nee us 

Pour le constituant le plus lent, les vitesses de sédimentation 
sont entachées d’une erreur assez grande ; en effet, il se déplace 
peu et sa concentration est faible. 

Le constituant le plus rapide n’est visible que sur les deux 
premiers clichés et une certaine polydispersion rend imprécis le 
repérage du sommet du pic correspondant. Le constituant inter- 
médiaire est celui sur lequel l’erreur est la plus petite. Quant au 
quatriéme constituant, que l’on voit seulement dans les yPg com- 
primées 4 9000 kg/cm?, la valeur de la vitesse de sédimentation 
donnée ne représente qu’un ordre de grandeur. 

Dans le cas des yPg comprimées, on constate souvent une ano- 
malie pour le constituant le plus lourd dans les variations de 
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S,, en fonction de la concentration ; elle serait due au fait qu’1l 
s’agit d’un mélange et non pas d’une solution homogéne. Cette 
anomalie ne nous permet pas les extrapolations a concentration 
nulle. 


Yanteau IV. — Vitesses de sédimentation des différents constituants 
existant dans une solution de y Pg comprimées 4 9 000 kg/cm?. 


Concentration 
(g pour 100) 


D’autres auteurs ont déjaé constaté de semblables irrégularités 
dans les variations de la vitesse de sédimentation en fonction de 
la concentration [6, 24]. 


IV. — CONSTANTES DE DIFFUSION DES yPg NATIVES 
ET DES yPg COMPRIMEES. 


Les mesures de diffusion sont faites dans Vappareil de Kern, 
appareil réalisé suivant les principes de Labhart et Staub [40, 42], 
la mesure des gradients de concentration se faisant par une 
méthode interférométrique. 

Nous donnons dans le tableau V les valeurs de constantes 
de diffusion des yPg natives (dialysées contre le tampon borate 


Tasteau V. — Coefficients de diffusion des ae natives 
dans le tampon borate a pH 9, [/2 = 


4,10 4 0,20 15,60 270,520 115.60, £10710 


Concentration 
en protéines 
(g pour 100) 


Dog +107 !om2/sec 


Valeurs moyennes 


D 911077 cm2/sec 


& concentration 
nulle 


GAMMA-PSEUDOGLOBULINES ET HAUTES PRESSIONS 669 


a pH 9 — [T/2 =0,1) a trois concentrations différentes. La 
valeur D,, est la constante de diffusion ramenée a la viscosité 
et a la densité de l’eau a 20° C. 


Les solutions de yPg comprimées a 7 000. kg/cm? étant hétéro- 
genes (elles contiennent, d’aprés les résultats d’ultracentrifugation, 
au moins trois constituants), la mesure des constantes de diffusion 
dans le mélange est aléatoire. Aussi avons-nous cherché a séparer, 
au préalable, les différents constituants par ultracentrifugation 
préparative (ultracentrifugeuse Spinco-Modéle L). 

Une solution a 2 p. 100 de yPg, comprimées pendant trente 
minutes & 7000 kg/em?, 4 387°, a été centrifugée a 130000 g 
pendant une heure. Deux couches distinctes de liquide sont appa- 
rues, ainsi qu’une couche de précipité transparent, trés dense, 
adhérant au fond du tube. 

L’ultracentrifugation analytique des trois fractions isolées a été 
effectuée. La solution limpide surnageante s'est révélée contenir 
les constituants lents et intermédiaires. La deuxiéme couche, 
légérement opalescente, est peu différente de la solution brute 
des yPg comprimées a 7000 kg/em?. La solution obtenue par 
dissolution du culot contient les trois constituants avec une trés 
erande abondance du constiluant le plus rapide. Les S,, de ces 
fractions sont du méme ordre de grandeur que celles calculées 
par lultracentrifugation de la solution brute des yPg comprimées 
a 7000 kg/cm?. 

Malgré Vhétérogénéité des préparations, nous avons déterminé 
les constantes de diffusion qui se sont révélées différentes du fail 
de la prédominance de l’un des constituants. Nous donnons leurs 
valeurs (tableau VI) en faisant toutes les réserves nécessaires sur 
leur signification. 


lanteau VI. — Coefficients de diffusion des trois fractions isolées 
par ultracentrifugation de la solution des » Pg comprimées a 
7000 kg/cm2. 


Concentration Doo 11077 em2/sec 
FRACTIONS en protéines 


(g pour 100) valeurs moyennes 


Liquide limpide 
surnageant 


Liquide opalescent 
intermédiaire 


Culot de centrifugation 
mig en solution 
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V. — VoLUME SPECIFIQUE PARTIEL. 


La détermination des poids moléculaires a l’aide de la formule 
de Svedberg [22] fait intervenir le volume spécifique partiel de 
la substance en solution. Cette constante a été mesurée par la 
méthode pycnométrique décrite par Kraemer [9], en effectuant les 
mesures a différentes concentrations en protéines pour vérifier si 
la valeur trouvée est suffisamment proche de la constante réelle 
de la substance étudiée. 

Nous avons trouvé, pour les yPg natives, une valeur de 
V, = 0,736, en bon accord avec les valeurs données par d’autres 
auteurs [46, 17]. Les mesures du volume spécifique partiel des 
différentes fractions isolées par ultracentrifugation des yPg com- 
primées a 7 000 kg/cm? donnent les valeurs suivantes : 

Solution surnageante V, = 0,695; solution intermédiaire 
V, = 0,703 ; solution du culot de centrifugation V, = 0,710. 


VI. — Poms MOoLECULAIRE. 


Le calcul du poids moléculaire des yPg natives a été fait en 
partant des données ci-aprés : S,, = 6,9S; D,, = 4,30.10—7 cm?/ 
sees Vi, ==.0 736; 

On trouve un poids moléculaire de 149000, en accord avec 
les valeurs déja connues pour les pseudoglobulines du sérum de 
cheval. Dans le cas des yPg comprimées, comme on ne dispose 
pas isolément des différentes fractions révélées 4 Vultracentrifu- 
gation analytique, on ne peut pas calculer les poids moléculaires 
avec précision. On peut cependant avoir une idée de la taille de 
ces particules. Considérons seulement le cas des yPg comprimées 
a 7 000 ke/em* <S,5° = 2,453 Die 2) 4 
d’aprés lesquels on trouve un poids moléculaire de M < 43 000. 

Pour le constituant intermédiaire (S,, = 6,75; D,, = 4,30. 
10-7 cm?/sec ; V, = 0,703) on trouve un poids moléculaire de 
Vordre de 130 000. 

Pour le constituant lourd qui, en plus de l’anomalie signalée 
plus haut, montre une forte dépendance de la vitesse de sédimen- 
tation avec la concentration, cette variation n’étant pas réguliére, 
extrapolation 4 concentration nulle n’est pas possible. Le calcul 
du poids moléculaire n’est done pas possible ; tout ce que l’on 
peut dire c’est que, prenant une valeur minimum (S,, = 50) 
pour la vitesse de sédimentation 4 concentration nulle, le poids 
moléculaire de ces particules est certainement supérieur A 
1 600 000. 


(2) Le coefficient de diffusion est celui que l’on a mesuré aux 
concentrations indiquées et non pas celles extrapolées 4 concentration 
nulle. 
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VII. — Rapport DE FRICTION MOLECULAIRE. 


_ Afin d’avoir une idée de la forme des agrégats oblenus sous 
action de la pression, nous avons calculé les rapports {/fo 
i parur de nos résultats de diffusion et de sédimentation [22]. 

Pour les yPg natives, nous trouvons un rapport f/fo = 1,4]. 
Dans le cas des trois constituants existant dans les solutions de 
yPg comprimées a 7000 kg/cm?, nous trouvons pour le consti- 
tuant le plus léger un rapport de friction moléculaire de l’ordre 
de 2,09, pour le constituant intermédiaire f/fo = 1,49 et enfin, 
pour le constituant le plus lourd, f/fo = 1,08. 


Discussion. 


Comme l’ensemble des résultats exposés plus haut [8] lindique, 
les hautes pressions hydrostatiques modifient considérablement la 
structure des pseudoglobulines en solution. Nous interprétons ici 
les modalités de ces modifications en nous servant de nos résultats 
et des connaissances actuelles sur la structure et sur la dénatu- 
ration des protéines. 

Il est généralement admis [4, 14] que la dénaturation d'une 
protéine s’accompagne de deux modifications principales ; d’une 
part, les chaines polypeptidiques de chaque molécule se réorga- 
nisent, d’autre part des interactions peuvent conduire a la forma- 
tion d’agrégats de plusieurs molécules. On connait peu de chose 
sur les modalités de réarrangement des chaines polypeptidiques. 
Quant 4 la taille et la forme des agrégats, on sait, pour certaines 
protéines [4, 24, 25], comment elles dépendent des conditions de 
dénaturation. 

Nos expériences présentent : 1° des faits pouvant s’interpréter 
par un réarrangement des chaines polypeptidiques ; 2° des résul- 
tals qui suggérent la formation d’agrégats des molécules de yPg 
sous l’influence de la pression ; 3° l’apparition d’un ou plusieurs 
constituants d’un poids moléculaire plus petit que celui de la 
protéine native par action de la pression. 


1° REARRANGEMENT DES CHAINES POLYPEPTIDIQUES. — Une des 
manifestations les plus couramment admises de la dénaturation 
des protéines est le réarrangement des chaines polypeptidiques [26] 
qui rend un certain nombre des fonctions internes de la molécule 
plus disponibles pour des réactions chimiques (groupes sulfhy- 
driques de la cystéine, groupes —S=S— de la cystine, groupe 
e aminé de la lysine). 

D’aprés nos expériences d’électrophorése, nous avons admis 
une augmentation du nombre de charges négatives des yPg sous 
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influence des hautes pressions. Cette augmentation pourrait étre 
interprétée par le démasquage d’un ou plusieurs des groupements 
cités plus haut. Mais la question qui se pose, si l’on admet un 
réarrangement des chaines polypeptidiques, est de savoir comment 
ce réarrangement peut influencer les propriétés antigéniques et 
anticorps de la yPg. 

Nous avons conslaté que les yPg dénaturées par la compression 

gardent leur spécificité antigénique ; les courbes de précipitation 
obtenues a Paide de sérums de lapin anti-yPg natives sont compa- 
rables a celles obtenues avec les sérums anti-yYPg comprimées. 
Cependant, de nombreux auteurs ont constaté que les protéines 
dénaturées perdent leur spécificité antigénique [7, 8, 13]. Mais il 
s'agissait d’autres protéines que celles que nous avions étudiées 
et de dénaturation qui avaient entrainé des modifications beaucoup 
plus avancées de la molécule protéique. 

Il est intéressant de souligner la différence de comportement 
que nous avons observée entre la fonction anticorps et la fonction 
antigénique d’une méme protéine, celle-ci résistant mieux a l’action 
de la pression que celle-la, ce qui n’avait pas été constaté jus- 
qu’ici. 

‘La compression 4 9 000 kg/cm? provoque la perte de toutes les 
activités anticorps de la yPg antitoxique de cheval: pouvoir 
Se et pouvoir floculant, alors que la compression a 

5 000 kg/cm? ne provoque que la perte du pouvoir floculant, le 
pouvoir de neutraliser la toxine étant conservé : ceci est un 
exemple supplémentaire de la dissociation entre le pouvoir préci- 
pitant et le pouvoir protecteur d’un anticorps. Rappelons qu’a 
cette pression, les yPg se trouvent a l'état d’agrégats comme 
Pultracentrifugation le prouve. Pourtant, ces mémes agrégats de 
yPg de cheval anticorps antitoxiques, qui neutralisent la toxine 
mais ne floculent pas, sont parfaitement précipitables par un 
sérum de lapin antiglobuline de cheval. Ce qui indique que ces 
protéines ont conservé les déterminants antigéniques spécifiques. 

De plus, les anticorps a l’état d’agrégats perturbent spécifi- 
quement la floculation des anticorps natifs. A 5 000 kg/cm?, seule- 
ment une faible proportion d’anticorps est dénaturée, mais cela 
suffit pour perturber la réaction et l’empécher de se produire. 

Si l’on admet que la réaction antigéne-anticorps s’effectue en 
deux temps (une réaction préalable rapide suivie d’un réarrange- 
ment des complexes provoquant la précipitation, ainsi que !’a pro- 
posé Boyd), on peut imaginer que la compression a 5 000 kg/cm? 
modifie seulement le second acte de la réaction antigéne-anticorps, 
la neutralisation et le pouvoir d’inhiber spécifiquement la réaction 
de floculation de Vantitoxine étant associés au premier acte de 
cette réaction. 

Si Pon admet l’hypothése du « réseau » (Marrack) pour expli- 
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quer la précipitation du systéme antigéne-anticorps, on pourrait 
imaginer, dans nos expériences, que la compression a 5 000 kg/cm? 
provoque une modification des molécules d’anticorps telle qu’on 
diminue le nombre de groupements réactifs anticorps disponibles 
par molécule, ce qui reviendrait en somme a diminuer la valence 
de Tanticorps et transformerait en quelque sorte nos anticorps 
en anuicorps monovalents. Ceci pourrait expliquer qu’ils conser- 
vent leur pouvoir neutralisant en perdant leur pouvoir précipitant 
comme c’est le cas des anticorps incomplets naturels. 

Ces observations ont une portée pratique. Souvent, au cours 
du vieillissement des sérums, on a constaté une absence de corres- 
pondance entre le titre des sérums selon qu’il était déterminé par 
leur pouvoir neutralisant ou par le pouvoir floculant. I] en est 
de méme pour le cas du sérum chauffé a 56° C (pour détruire 
Valexine par exemple). Dans tous ces cas, l’état d’agrégation des 
anticorps pourrait étre responsable des différences observées. 

Il est intéressant de rappeler qu’aé l’occasion d’une autre modi- 
fication importante de l’anticorps, comme dans le cas d’une 
digestion partielle par des enzymes [20, 46}, l’anticorps perd une 
partie importante de sa masse, mais la réaction de floculation 
n’est pas modifiée comme dans notre cas [27]. La mobilité élec- 
trophorélique des anticorps purifiés par digestion avec de la 
pepsine est diminuée et non pas augmentée comme dans notre 
cas. 

Ces exemples illustrent aussi comment, au cours de la dénatu- 
ration, les diverses propriétés de la protéine native sont perdues 
par étapes. Donc, les protéines dénaturées, comme on peut le 
juger d’aprés certaines propriélés, peuvent conserver intacte une 
partie de leurs propriétés en en perdant d’autres. Dans le choix 
du test de dénaturation, il est indispensable de tenir compte de 
ce fait et de s’assurer que le test choisi s’adresse & une propriété 
perdue par la protéine dans les premiéres étapes de la dénatu- 
ration. 


2° AGREGATION DES MOLECULES DE yPg soUS L’INFLUENCE DE LA 
PRESSION. — Si les rapports azote de l’antigéne sur azote de 
l’anticorps obtenus dans les réactions immunochimiques nous ont 
permis de calculer un ordre de grandeur pour les agrégats formés 
dans les solutions comprimées, les expériences d’ultracentrifu- 
gation nous ont apporté des données plus précises sur le poids 
moléculaire des agrégats. 

Dans toutes les solutions comprimées, on trouve des molécules 
comparables aux molécules natives et un mélange d’agrégats de 
tailles tres différentes. Pourtant, malgré cette polydispersion des 
tailles indiquée sur les diagrammes d’ultracentrifugation, par des 
pies assez aplatis, pour chaque condition de compression, cer- 
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taines tailles d’agrégats prédominent. Les agrégats formés a 
9 000 kg/cm? sont plus grands que ceux formés 4 5 000 kg/cm’. 
La forme des agrégats est en général assez globulaire comme 
V’indique le rapport f/fo (friction moléculaire) obtenu a partir des 
coefficients de diffusion et des constantes de sédimentation, ainsi 
que quelques mesures de viscosité et de biréfringence d’écou- 
lement que nous avons effectuées, mais n’avons pas décrites dans 
ce travail. La taille des agrégats dépend également d’autres fac- 
teurs : la concentration protéique, le pH, la force ionique, le 
temps de compression et la température au moment de la 
compression dans le cas des solutions de sérumalbumine com- 
primée, Joly et Barbu {4, 2] ont également interprété les résultats 
des mesures de viscosité et de biréfringence d’écoulement par la 
formation d’agrégats globulaires d’un type particulier (trés 
déshydratés). 

L’existence d’agrégalts est confirmée par la précipitation en 
milieu gélifié qui montre A la fois augmentation du poids molé- 
culaire de l’antigéne et augmentation de sa polydispersion. !1 
est remarquable cependant de constater que la formation de ces 
agrégats ne correspond a aucune apparition de spécificité anti- 
génique nouvelle, ainsi que nous pouvons le constater par les 
réactions d’épuisement. 

Les modifications de solubilité des yPg comprimées peuvent 
étre également interprétées 4 Vaide des deux modifications cons- 
tatées : acquisition de charges négatives et formation d’agrégats. 
Le maximum de solubilité au pH isoélectrique, en présence de 
fortes concentrations salines, est une particularité présentée 
autant par les molécules natives que par les molécules compri- 
mées. J. Perez [48], en étudiant la solubilité des protéines en 
fonction du pH, avait déja signalé ce phénoméne a propos des 
globulines natives du sérum. 

En ce qui concerne la diminution de solubilité des yPg com- 
primées dans l’eau au pH;, nous devons admettre que l’agréga- 
tion en est la cause principale et ainsi tout facteur favorisant 
Yagrégation diminue la solubilité des yPg comprimées; il est 
alors facile, dans ce cas, de comprendre que V’augmentation de 
la concentration protéique, de la température ou de la pression 
diminue la solubilité de ces protéines. 

On peut imaginer que la présence d’un maximum de solubilité, 
a pH 8,2-8,3, résulte de l’existence de deux phénoménes ayant 
lieu dans deux zones de pH : au-dessous de pH 8, la baisse de 
la répulsion intramoléculaire prédomine, favorisant l’apparition 
d’agrégats ; au dela de pH 8,5, des phénoménes irréversibles se 
produiraient, pouvant aller jusqu’a l’hydrolyse qui rendrait les 
protéines insolubles. 

Enfin, nous voudrions insister sur le fait qu’il n’y a pas de 
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définition absolue de dénaturation des proléines : celle-ci est tou- 
jours relative au test choisi pour mettre en évidence cette 
dénaturation et cela ressort particuliérement de notre étude de la 
solubilité des yPg comprimées. En effet, suivant qu'on ‘utilise 
la solubilité a force ionique 1/2 = 2,5 ou I = 0,013 420n 
conclut que les yPg comprimées a 9000 kg/cm? sont plus ou 
moins dénaturées que les -yPg comprimées a 7 000 kg/cm?. 

Ces expériences sont aussi un exemple supplémentaire du fait 
que l'emploi d’une seule méthode d’analyse physico-chimique 
(par exemple Gélectrophorése, ultracentrifugation ou analyse 
iummunochimique) ne permet pas de rendre compte de l’homo- 
généité dune fraction. C’est ainsi que l’agrégation moléculaire 
des globulines semble entrainer une augmentation de l’homo- 
généité électrophorélique, une hétérogénéité par ultracentrifuga- 
tion, et elle provoque l’apparition d’une nouvelle zone de préci- 
pitation en milieu gélifié. 


3° APPARITION DES CONSTITUANTS DE POIDS MOLECULAIRE PLUS 
PETIT QUE CELUI DE LA PROTEINE NATIVE. — Ce phénoméne a été 
mis en évidence a la fois par les études physico-chimiques (ultra- 
centrifugation) et par la précipitation spécifique en milieu gélifié. 
Il commence 4 se manifester pour les pressions de l’ordre de 
6 000 kg/cm?. 


ResumMi& ET CONCLUSION. 


Nous avons étudié les modifications apportées par les hautes 
pressions hydrostatiques (3000 a 11000 kg/cm?) aux solutions 
de pseudoglobulines y du sérum de cheval (yPg). Nous avons 
constaté les modifications suivantes : 


A. Propriétés immunologiques. — Les yPg comprimées a des 
pressions égales ou inférieures 4 9 000 kg/cm? gardent la spéci- 
ficité antigénique des yPg natives ; il n’apparait pas de nouvelle 
spécificité. 

Les différences de comportement entre les antigénes natifs et 
les anligénes comprimés ont été interprétées en admettant qu’a 
la suite de la compression les molécules de yPg, tout en conser- 
vant leur spécificité antigénique, sont constituées en agrégals 
d’autant plus grands que la pression saline a été plus élevée. 
Dans ces agrégats, seules les molécules situées a la surface pour- 
raient réagir avec les anticorps. 

Si les propriétés antigéniques des yPg résistent 4 des pressions 
de Vordre de 9 000 kg/em?, leurs propriétés anticorps sont affec- 
tées a partir des pressions de l’ordre de 3 000 kg/cm’. De plus, 
le pouvoir floculant des anticorps antitoxiques est plus sensible 
i la pression que le pouvoir neutralisant. 
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B. Propriétés physico-chimiques. — Aprés compression, la 
solubilité des yPg, mesurée en eau distillée, au pH isoélectrique, 
diminue réguliérement en fonction de la pression et du temps 
de compression. Par contre, en solution saline concentrée, les 
courbes de solubilité en fonction de la pression présentent 
un maximum trés accentué pour une pression de Vordre de 
9000 kg/em?. En outre, en présence de fortes concentrations 
salines, la solubilité des yPg comprimées et natives passe par 
un maximum au pH isoélectrique. 

La compression des yPg n’entraine pas de changement de la 
mobilité positive (au-dessous du pH,) des molécules, mais pro- 
voque une augmentation de la mobilité négative (au-dessus du 
pH,). Cette augmentation a été interprétée comme l’indice d’un 
accroissement du nombre des charges négatives des particules. 
Les diagrammes d’électrophorése plus aigus des_ solutions 
comprimées ont été attribués 4 la formation d’agrégats des 
molécules de yPg dont la diffusion est plus faible que celle des 
molécules des yPg natives. 

L’ultracentrifugation analytique a montré la formation d’agré- 
gats de plusieurs molécules de protéines dans les solutions 
comprimées ; la taille des agrégats augmente avec la pression. 
Dans toutes les solutions de yPg comprimées, on trouve en outre 
des molécules ayant des constantes de sédimentation comparables 
a celles des protéines natives et des constituants de poids molé- 
culaire inférieur a celui des protéines natives. 

Les coefficients de diffusion trouvés pour les agrégats formés 
dans les solutions comprimées sont inférieurs 4 celui des pro- 
téines natives. Les rapports de friction moléculaire, calculés 
a partir des valeurs trouvées pour les conslantes de sédimenta- 
tion et les coefficients de diffusion, ont suggéré pour les agrégats 


une forme globulaire moins dissymétrique que celle des molécules 
natives. 


SUMMARY 


ON SOME PHYSICO-CHEMICAL EFFECTS 
OF HIGH HYDROSTATIC PRESSURES UPON HORSE ‘y-PSEUDO-GLOBULINS. 


Horse y pseudo-globulin (yPg) has been subjected to hydrostatic 
pressures up to 9000 kg/em?. The immunochemical and physico- 


chemical properties of normal and compressed yPg have been 
compared. 


A, Immunochemical results. — Up to a pressure of 9 000 kg/cm?, 
the antigenic specifily remains unchanged. 

The combining power per unit weight of compressed yP¢ 
decreases as the pressure increases. 


| 
| 
| 
| 


GAMMA-PSEUDOGLOBULINES ET HAUTES PRESSIONS 677 


These results have been interpreted as reflecting the formation 
of molecular aggregates, only the surface of which would still 
combine with antibody. 

The activity of yPg as antibody is very sensitive to high pres- 
sure, the flocculating power being more sensitive than the neutra- 
lizing activity. 


B. Physico-chemical results. — The solubility of yPg at the iso- 
electric point (pH) decreases with increasing pressure and time 
of treatment. On the other hand, the solubility at high ionic 
strength passes through a maximum at 9 000 kg/cm?. 

The electrophoretic mobility of yPg, measured at a pH < pH, 
is unchanged by compression. However, the mobility at a pH 
above pH; is increased. This is interpreted as an increase of the 
number of negative charges on the molecules. , 

Ultracentrifugation and diffusion analysis indicate that com- 
pressed yPg is polydispersed ; particules with molecular weight 
larger as well as smaller than normal yPg are found. The fric- 
tional coefficient suggests that the compressed molecules are 
more symmetrical than the normal ones. 


* 
xk* 
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L’ASSIMILATION DE L’ANHYDRIDE CARBONIQUE 
PAR DES BACTERIES CHIMIOAUTOTROPHES (suitc) 


par J..P. AUBERT, G. MILHAUD et M": J. MILLET (*) (**). 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Isotopes) 


VI. — Frxation pu CO, sur L’ACIDE PHOSPHOENOLPYRUVIQUE. 


Les expériences précédentes démontrent que le CO, est fixé 
par carboxylation du ribulose-diphosphate, mais elles n’indiquent 
en rien que ce mécanisme soit la seule voie d’entrée du CO, dans 
le métabolisme. 

La répartition de la radioactivité dans les différents atomes de 
carbone des acides aspartique et glutamique permet de postuler 
Vexistence d’un second mode d’incorporation. 


1° REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE DANS LES ACIDES ASPARTIQUE 
ET GLUTAMIQUE. — Pour analyser la radioactivité des différents 
atomes de carbone de l’acide aspartique, nous avons utilisé la 
4-aspartique décarboxylase de la souche « El Agheila Z » de 
Desulfovibrio desulfuricans décrite par Senez [18]. Cet enzyme 
transforme l’acide aspartique en CO, et alanine qui est ensuite 
dégradée selon la méthode de Van Slyke modifiée par Benson [419]. 
Cette méthode est également employée pour analyser la radio- 
activité du carbone 1 de l’acide glutamique. 

Aprés dix secondes d’exposition des bactéries au “CO, la 
radioactivité totale de l’acide aspartique libre est environ 1,5 fois 
plus forte que celle de l’acide glutamique libre. ‘La répartition 
de la radioactivité est la suivante : 


AcIDE GLUTAMIQUE ACIDE ASPARTIQUE 
(p. 100) (p. 100) 
(Oo le eh Sir hee Met eer tas Sa 92 96 
(ORO. 8 ach ah ht a Sees eet = 0 
Chee SATO Bain Cannes omeraors = 0 
(Cn Se Se cgac SOs — 74 


(*) Manuscrit recu le 20 mars 1957. 

(**) N. D.L.R. — Pour des raisons techniques nous publions dans 
ce numéro la fin du mémoire paru dans les Annales de l'Institut 
Pasteur, 92, 515. 
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Ce mode de marquage s’accorde avec Vhypothése d’une car- 
boxylation au stade pyruvique et d’un fonctionnement classique 
du cycle de Krebs. La présence a l’intérieur des bactéries des 
acides succinique, fumarique, malique et citrique laisse sup- 
poser l’existence de ce cycle ; d’autre part, si l’on se reporte au 
schéma représenté sur la figure 5, on voit : 

1° Que le carbone 4 de l’acide aspartique doit étre plus for- 
tement marqué que le carbone 1. En effet, la radioactivité du 
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Ribulose-di-Ph ———— Ac.3-Ph-Glycérique 
c bya 
CH, -CO-COOH 
; i) 
00, 
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Ac.succinique <—— COOH-CH,-CH.,-CO-CO0OH ETE COOH-CH,,~CH-CO-COOH 
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carbone 1 (carbone a du schéma) a été précédemment diluée 
dans les réserves intracellulaires en acides 3-phosphoglycérique, 
phosphoénolpyruvique et oxaloacétique, tandis que celle du car- 
bone 4 (carbone d) n’a été diluée que par les réserves en acide 
oxaloacétique. 

2° Que la radioactivité de Vacide glutamique doit étre concen- 
trée dans le carbone 1 (carbone d) puisque le seul groupement 
marqué de l’acide phosphoénolpyruvique (carbone a) est perdu 
sous forme de CO, lors de la décarboxylation de l’acide oxalo- 
succinique en acide a-cétoglutarique. 


2° SYNTHESE DE L’ACIDE ASPARTIOUE PAR DES POUDRES BACTE- 
RIENNES. — L’hypothése de la carboxylation au stade pyruvique 
peut étre vérifiée en étudiant la fixation du CO, par des poudres 
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bactériennes en présence d’acide phosphoénolpyruvique ou d’acide 
pyruvique. 

Les bactéries sont séchées sous vide pendant trois heures a la 
température ordinaire en présence de Cl,Ca. Le mélange réac- 
tionnel complet comprend : poudres bactériennes : 10 mg; phos- 
phoénolpyruvate ou pyruvate de sodium : 5 uM ; 4CO,Na, : 2 uC 
(0,1 uM). Vol. total : 0,3 ml. Incubation une heure a 30° dans 
lair. 

A la fin de Vexpérience le mélange réactionnel additionné de 
1,2 ml d’alcool 4 80° est porté pendant une minute au bain-marie 
bouillant, l’extrait est ensuite analysé par chromatographie sur 
papier. 

‘Les poudres bactériennes en présence de “CO, seul ou de 
**CO, et de pyruvate n’incorporent pratiquement pas de radio- 
activité, en revanche en présence de 4CO, et de phosphoénol- 
pyruvate cette incorporation est importante. La radioactivité se 
retrouve presque entiérement sous forme d’acide aspartique qui 
est uniquement marqué dans le carbone 4. 

Le CO, se fixe done sur l’acide phosphoénolpyruvique pour 
donner vraisemblablement de l’acide oxaloacétique qui, par suite 
de la présence des transaminases, est transformé en acide aspar- 
tique. 

VII. — Importance RELATIVE 
DES DEUX MODES D INCORPORATION DU COQ,. 


Les deux modes d’incorporation du CO, étant définis, il est 
possible de mesurer leur importance relative. En effet, les 
composés radioactifs formés dans les bactéries aprés un temps 
court d’exposition au CO, ont un mode de marquage qui permet 
de définir lorigine de la radioactivité. Il suffit alors d’additionner 
la radioactivité des composés formés en fonction de leur origine 
pour déterminer l’importance relative des deux carboxylations. 

Les bacteries sont mises en suspension (56 mg poids sec par 
millilitre) dans 2 ml du milieu de culture dilué au 1/2; aprés 
quatre heures d’incubation 4 30°, on ajoute 200 wC de *CO,HNa 
(10 uM). On attend dix secondes, puis la suspension est versée 
rapidement dans 8 ml d’alcool absolu bouillant. On extrait ensuite 
le résidu pendant une minute a l’alcool 4 20° bouillant, puis 
a l’acide trichloracétique 4 5 p. 100 4 90° pendant trente minutes. 

Au compteur sans fenétre (1 uC de C = 980000 c/min), 
on trouve dans l’ensemble des extraits alcooliques environ 
17 000 c/min, dans |’extrait trichloracétique 200 c/min et dans 
les protéines 150 c/min. 

On chromatographie sur papier l’extrait alcoolique et les seuls 
composés ayant une radioactivité décelable par radioautographie 
sont : l’acide 3-phosphoglycérique, les hexoses-phosphates, le sédo- 
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heptulose-phosphate, le ribulose-diphosphate, l’acide phosphoénol- 
pyruvique et les acides aspartique et glutamique. 

La radioactivité incorporée par carboxylation du_ribulose- 
diphosphate (carbone a du schéma) est représentée par la somme 
de la radioactivité des composés phosphorylés plus 26 p. 100 
de la radioactivité de l’acide aspartique. La radioactivité incor- 
porée par carboxylation de l’acide phosphoénolpyruvique est 
représentée par 74 p. 100 de la radioactivité de l’acide aspartique, 
plus celle de l’acide glutamique. 

On peut négliger sans erreur appréciable la radioactivité des 
acides aminés de la famille des acides aspartique et glutamique 
qui sont a peine décelables par radioautographie, ainsi que la 
radioactivité incorporée dans les protéines qui est négligeable 
a cété de celle des deux acides aminés libres. 

Le comptage des différents composés donne les résultats sui- 
vants : 


Composés @phosphorylés: u-eere eee eee ee eee eer 14 750 ¢/min 
Acide: aspartique’ ce.core uae ee ae eee 1 035 c/min 
Acide: elutamique: tc aeccrieine sate oeleiees seiner seein eieetaee 802 c/min 


La radioaclivité incorporée sur le ribulose-diphosphate repré- 
sente donc: 14750 + (1035 x 0,24) = 15019 c/min, et celle 
incorporée sur le phosphoénolpyruvate : 802 + (1 085 x 0,76) = 
1568 ¢/min. 

Done, 90 p. 100 du CO, total sont fixés sur le ribulose-diphos- 
phate et 10 p. 100 sur le phosphoénolpyruvate. 


CoNCLUSION. 


Le métabolisme carboné des bactéries chimioautotrophes com- 
prend tout d’abord une carboxylation du _ribulose-diphosphate 
qui conduit a la formation d’acide 3-phosphoglycérique. Le 
ribulose-diphosphate est resynthétisé 4 partir de l’acide 3-phos- 
phoglycérique par Vintermédiaire d’un cycle analogue a celui 
décrit par Calvin chez les organismes photosynthétiques. ‘La 
synthése du ribulose-diphosphate a partir du ribulose-5-phosphate 
exige la présence d’adénosine-5’-triphosphate (ATP), or nous avons 
montré récemment [20] que l’oxydation du thiosulfate par Thio- 
bacillus denitrificans est couplée A la synthése de ’?ATP. Par la 
suite, une partie de l’acide phosphoénolpyruvique provenant de 
acide 3-phosphoglycérique subit une nouvelle carboxylation qui 
conduit a la formation d’acide oxaloacétique qui est ultérieure- 
ment métabolisé selon la voie classique du cycle de Krebs par 
Vintermédiaire duquel les acides aspartique et glutamique sont 
synthétisés. Au cours de la croissance bactérienne, 90 p. 100 du 
CO, sont incorporés par la premiére réaction et 10 p. 100 par 
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la seconde. Les deux réactions sont conditionnées par la présence 
d’une source d’énergie, l’oxydation du thiosulfate, qui est égale- 
ment a l’origine du pouvoir réducteur ; enfin la seconde carboxy- 
lation est déterminée par la premiére, grace a laquelle l’acide 
phosphoénolpyruvique est synthétisé. 


RESUME. 


Le mode de marquage des acides aspartique et glutamique, 
chez les bactéries vivantes, et la synthése de l’acide aspartique 
a partir de lacide phosphoénolpyruvique et du CO, par les 
poudres bactériennes montrent qu’il existe une autre voie 
dentrée du CO, par carboxylation du phosphoénolpyruvate. Ces 
résultats s’accordent également avec un fonctionnement classique 
du cycle de Krebs. Au cours de la croissance bactérienne, 
90 p. 100 du CO, sont incorporés sur le ribulose-diphosphate et 
10 p. 100 sur le phosphoénolpyruvate. 


SUMMARY 


4° Distribution of radioactivity in the carbon atoms of aspartic 
and glutamic acid. 

5° Synthesis of aspartic acid from phosphoenolpyruvic acid 
and CO, by dried cells. 

The resulting scheme agrees with the Krebs cycle and a 
carboxylation of phosphoenolpyruvic acid. In growing cells 
90 °/, of the CO, are incorporated by carboxylation of ribulose- 
diphosphate and 10 °/, by carboxylation of phosphoenolpyruvic 
acid, 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 7 Mars 1957 


Présidence de M. PREvoT. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai 1 honneur, au nom des auteurs, de présenter a ia 
Société la 2° édition du Précis de Bactériologie médicale (1) publié par 
le professeur P. Gastinel avec la collaboration de R. Fasquelle, A. Névot, 
D. Christol, R. Demanche et P. Nicolle. 

Cette 2° édition présente, par rapport 4 la premiére, de nombreuses 
différences. Le nombre de pages a été considérablement augmenté 
(1243 pages) et le format agrandi. Les illustrations, en grand nombre, 
sont remarquablement présentées et l’aspect méme de l’ouvrage fait 
autant honneur aux auteurs qu’a la maison qui 1’édite. 

Mais les modifications introduites depuis la premiére édition ne 
sont pas, on s’en doute, purement morphologiques ; ]’étude de chacun 
des germes deécrits a été, selon la formule classique, revue et 
augmentée, des techniques nouvelles ont été introduites et chaque 
chapitre se termine par de courtes références bibliographiques qui 
permettent de remonter aux travaux originaux cités dans le corps de 
Youvrage. La section consacrée aux virus a été considérablement 
augmentée vu l’importance croissante que prennent ces agents patho- 
génes, non seulement en clinique, mais dans le domaine du diagnostic 
de laboratoire. S’il n’était pas possible de donner toutes les techniques 
aujourd’hui en usage dans les recherches sur les virus, l’essentiel a du 
moins été résumé. Les analyses bactériologiques et les antibiogrammes 
ont recu le développement que mérite leur importance croissante. 

Concu suivant un plan essentiellement didactique et destiné A l’étu- 
diant en médecine, l’ouvrage apportera 4 celui qui saura J’assimiler 
beaucoup plus que |’essentiel des notions élémentaires qu’il en pour- 
rait attendre. 

En fait, ce précis est déja un petit traité ot bien des bactériologistes 
confirmés trouveront de quoi rafraichir leurs connaissances ou en 
étendre le domaine. 

Nu] doute que cette nouvelle édition d’un ouvrage déjd classique 


(1) Masson et Cie, édit., Paris, 1957. 
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connaisse rapidement le méme succés que sa devanciére. On peut déja 
prévoir la venue des éditions futures et pronostiquer les chapitres sur 
lesquels les progrés constants de la science et de la technique feront 
porter les développements nouveaux. Quoi qu'il en soit, l’ouvrage de 
P. Gastinel et de ses collaborateurs marque une étape importante 
dans le progrés des ouvrages didactiques de bactériologie en langue 
francaise. 


COMMUNICATIONS 


QUATRE NOUVEAUX SEROTYPES 
D'AR/ZONA DIPHASIQUES 
(9) 233-34) = 21s 23-25 2 26 ce33-25)- et 28) 23-25) 


par L. LE MINOR, P. R. EDWARDS et Mary A. FIFE 


(Institut Pasteur, Paris, France, 
et Communicable Disease Center, Public Health Service, 
U.S. Department of Health, Education and Welfare, Atlanta, Georgia) 


Les quatre sérotypes décrits ont été isolés d’excréments de vipéres 
apparemment normales (Vipera aspis), adressées des départements de 
Vendée et du Gers a l'Institut Pasteur de Paris, pour la collecte du 
venin. Tous sont des membres typiques du groupe Arizona de la 
famille des Enterobacteriaceae. En plus des caractéres généraux de 
cette famille, ces bactéries sont mobiles, produisent de l’H,S, ne 
forment pas d’indole, n’hydrolysent pas l’urée, sont rouge de méthyle 
positives et Voges-Proskauer négatives, cultivent rapidement sur gélose 
au citrate de sodium de Simmons, liquéfient la gélatine, acidi- 
fient la gélose au tartrate de sodium de Jordan, ne cultivent pas 
en milieu au KCN de Méller et possédent une lysine-décarboxylase. 
Elles fermentent rapidement avec production de gaz: glucose, arabi- 
nose, xylose, rhamnose, maltose, tréhalose, lactose et mannitol. Trois 
de ces souches attaquent en un jour le sorbitol, mais une (3592-56) 
produit acide et gaz 4 partir de cette substance seulement aprés quatre 
jours d’incubation. 

3600-56 (9 : 33-31). Ce type est représenté seulement par une culture 
isolée d’un seul serpent. Les agglutinations sur lame effectuées de la 
maniére habituelle avec les sérums correspondant aux divers groupes O 
d’Arizona montrent que la souche est agglutinée lentement et fai- 
blement par le sérum O groupe 9. Un sérum O est préparé avec cette 
souche 3600-56. Les épreuves d’agglutination et d’absorption ont donné 
les résultats rapportés dans le tableau I. D’aprés ces résultats, il est 
évident que l’antigene O :9 est divisible en deux sous-groupes, 9a, 9b 
représenté par la souche type N99 et 9a, 9c représenté par la 
culture 3600-56. D’autres représentants des deux sous-groupes sont 
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Tascrau JI. — Antigéne du groupe O : 9 des Arizona. 


A oeb el owe incr 


N99 


non absorbé 3200 
absorbé par ; 
3600-56 640 


S. greenside 640 
3600-56 
non absorbé 6400 
absorbé par : 
Ngg <ho 
S. greenside sho 
S. greenside 
non absorbé 800 
ebsorbé par 
N99 <20 
3600-56 20 


inclus dans la liste des cultures types du groupe Arizona. I] est 
évident, de plus, que les antigeénes O de Salmonella greenside récem- 
ment décrits [45] sont identiques 4 ceux de 3600-56. 

Les antigénes H de 3600-56 sont diphasiques. La phase 1 est agglu- 
tinée au titre de l’antisérum H 38 et en absorbe toutes les agelutinines. 
La phase 2 est agglutinée par l’antisérum H 31 et en absorbe toutes 
les agglutinines. La formule antigénique de cet organisme est de 
Ga, 9c : 33-31. Les antigénes O, aussi bien que les deux phases des 
antigenes H, ont un rapport étroit avec les antigénes du groupe 
Salmonella et Vorganisme peut étre représenté par la formule Salmo- 
nella 50 : i-z. 

3075-56 (21 : 23-25). Ce type est représenté par trois cultures pro- 
venant de deux serpents. En plus de ce sérotype, lune des copro- 
cullures permit d’isoler en outre le sérotype déj& connu 12 : 27-28, 
ainsi qu’un nouveau sérotype, 26 : 33-25, décrit ci-dessous. 3575-56 est 
agglutiné au titre du sérum O 21 et les épreuves d’absorption réduisent 
le titre du sérum de 1/800 4 1/50. La phase 1 de l’antigéne H est 
agglutinée au titre du sérum H 23 et en absorbe complétement les 
agglutinines. De méme, la phase 2 est identique & H 25 Arizona. La 
formule antigénique est donc 21 : 23-25. L’antigéne O est en rapport 
6troit avec l’antigéne O :43 Salmonella et les antigénes H phase 1 
avec les antigénes HI, z,, Salmonella. 

3095-56 (26 :33-25). Ce type est représenté par 8 cultures isolées 
de 4 serpents. Un des serpents hébergeait aussi le sérotype connu 
12 : 27-28 et le type 21 : 23-25 décrit ci-dessus. Une autre coproeculture 
permit d’isoler en méme temps le type 25 : 23-30 déj&a connu. Les 
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antigénes O de 2595-56 sont identiques & ceux de la souche type de O 
groupe 26 (Minn. 240). Comme le démontrent les épreuves d’absorp- 
tion, la phase 1 des antigénes H est identique 4 H 23 Arizona (K 466-52, 
phase 1) et ceux de la phase 2 & H 25 Arizona (Pc 155, phase 2). La 
formule antigénique pour la culture est 26 : 33-25. Le seul rapport 
antigénique connu de ce type avec le groupe Salmonella est celui de 
Vantigéne phase 1 avec l’antiggne H :i Salmonella. 

3592-56 (28 : 23-25). Ce sérotype est représenté par 3 cultures isolées 
des selles d’un seul reptile. Elles sont agglutinées au titre du 
scrum O 28 et l’épreuve d’absorption abaisse le titre homologue de 
1/800 4 1/50. Les antigenes H de la culture se comportent de la méme 
fagon que ceux de la culture 3575-56 décrite ci-dessus. La formule 
antigénique est ainsi rétablie comme 28: 23-25. L’antigtne O28 du 
groupe Arizona est identique a l’antigéne O47 de Salmonella kao- 
lack [14] et les antigeénes H de la phase 1 aux antigenes H:1, z13 des 
Salmonella. 

Les références concernant la présence des types d’Arizona chez ‘es 
reptiles apparemment normaux de diverses espéces augmentent rapi- 
dement depuis que les travailleurs les recherchent [3, 4, 5, 6, 9, 43]. 
De plus, on les a retrouvés dans le sang et les organes de reptiles 
dams des circonstances qui suggérent qu’ils sont responsables d’infec- 
tions fatales [2, 141, 12]. Le réle des types d’Arizona dans les maladies 
des reptiles n’est pas encore éclairci, mais il est évident que ces orga- 
nismes sont largement répartis chez les différentes espéces. Les types 
monophasiques semblent plus susceptibles de produire la maladie, 
tandis que les types diphasiques apparaissent plus souvent chez des 
reptiles apparemment normaux. Ceci contraste avec les observations 
relatives aux isolements des bactéries de tout le groupe Arizona chez 
Vhomme et les petits animaux A sang chaud, chez lesquels ils pro- 
voquent de nombreuses infections [4, 7, 8, 10, 416]. 


Résumé. — Description de quatre nouveaux types d’Arizona dipha- 
siques isolés de reptiles normaux. Les cultures sont respectivement 
représentées par les formules antigéniques 9 : 33-31, 21: 23-25, 26 : 33-25 
et 28 : 23-25. Les relations antigéniques de ces types avec le genre 
Salmonella sont signalées. La fréquence des sérotypes diphasiques 
d’Arizona chez les reptiles normaux contraste avec celle de tout le 
groupe Arizona dans les infections de homme et des petits animaux 
a sang chaud. 


SUMMARY 


Four NEW SEROTYPES OF DIPHASIC Arizona. 


Description of four new diphasic types of Arizona isolated from 
normal] reptiles. The antigenic formulae are as follows : 9 : 33-31, 
91 : 23-25, 26 : 33-25 and 28 : 23-25. 

Antigenic relationships of these types with the genus Salmonella 
are reported. é 

Diphasic serotypes of Arizona are fréquent in normal reptiles, 
whereas in man and in small homeothermal animals, they provoke 
numerous infections. 
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Nous remercions M"° Charrie-Marsaines de l’aide technique qu’elle 
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ETUDE SUR LA POSITION DU BACILLE DE WHITMORE 
DANS LA SYSTEMATIQUE. 


par E. R. BRYGOO. 


(Unstitut Pasteur de Madagascar 
[Directeur : J. CourpurtER]) 


L’identification du bacille de Whitmore ne présente pas de grandes | 
difficultés pour le bactériologiste car la morphologie, les propriétés 
biochimiques et le pouvoir pathogéne de ce germe sont bien définis. 

Par contre, sa position dans la systématique bactérienne est loin d’étre 
unanimement fixée. Nous allons considérer quelques points d’une 
importance particuliére pour déterminer cette position. 

1° Métabolisme du bacille de Whitmore. — En 1954, Chambon ct 
Lajudie [9] montrérent que ce germe est « capable d’utiliser l’urée 
comme source d’azote en présence d’un sucre et de faire la synthése 
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des éléments indispensables & sa nutrition 4 partir d’azote ammoniacal 
et de carbone organique ». Les auteurs ajoutaient : « Il s’agit donc d’un 
germe mésotrophe qu’on doit s’attendre A trouver largement répandu 
dans la nature. » Ces conclusions furent confirmées la méme année 
par Levine et collaborateurs [44]. 

2° Présence du bacille de Whitmore dans le milieu extérieur. — 
Vérifiant et développant une expérience de Vaucel datant de 1937 [48], 
Chambon [7] a établi de fagon formelle, par des cultures, que l’agent 
de la mélioidose existe dans le milieu extérieur. 

3° Morphologie ciliaire du bacille de Whitmore. — En 1933, Legroux 
et Genevray [43] signalaient, sans insister : « Le bacille de Whitmore 
est péritriche, le bacille pyocyanique est holotriche. » Mais depuis, 
tous les auteurs qui ont étudié la ciliature de ce germe sont d’accord 
pour lui reconnaitre 1 4 2 flagelles A implantation polaire: en 1948 
Miller et coll. [45], puis Brindle et Cowan [2], Lajudie et coll. [42], 
Ives et Thomson [44] et tout récemment Wetmore et Gochenour [49]. 

4° Production de pigment par le bacille de Whitmore. — En 1952, 
aprés avoir étudié avec Richard [4] 41 souches de bacille de Whitmore, 
nous avons pu conclure a l’absence de tout pigment diffusible et a la 
présence chez certaines souches d’un pigment jaune qui, aprés extrac- 
tion des corps bactériens par hydrolyse chlorhydrique, se montrait 
hydrosoluble. 

5° Relations antigéniques du bacille de Whitmore. — De nombreux 
auteurs ont signalé des parentés antigéniques entre le bacille de 
Whitmore et le bacille de la morve ou le bacille pyocyanique. Nous 
avons nous-méme constaté, et ceci a été confirmé par Fournier [40] 
et par Chambon [6], qu’il existe certaines relations antigéniques entre 
le bacille de Whitmore et les salmonelles [3]. Les liens ne sont, 4 notre 
avis, pas suffisamment étroits pour que 1’on puisse leur faire jouer un 
role en systématique. 

6° Germes voisins du bacille de Whitmore. — Dés le début Whitmore 
attira l’attention sur les relations étroites qui existaient entre le pou- 
voir pathogéne du germe qu'il venait de découvrir et celui du bacille 
de la morve. 

Par la suite de nombreux auteurs insistérent sur les caractéres 
morphologiques voisins du bacille pyocyanique et du bacille de Whit- 
more. C’est ainsi que, dés 1927, Pons écrivait [47]: « S’il existe donc 
une parenté entre Bacillus mallei et Bacillus whitmori, il est certain 
que cette derniére espéce se rapproche beaucoup aussi des bacilles 
pyocyaniques. » En 1933, Legroux et Genevray [413] précisaient : 
« ... nous pensons que le bacille de Whitmore est bien prés du bacille 
pyocyanique, beaucoup plus prés que du bacille de la morve ». 

En 1948, Castellani [5] décrivit un germe nouveau, Bacterium 
(Malleomyces) haemorrulcogenes, qu’il estimait voisin, mais différent 
du bacille de Whitmore. Selon Brindle et Cowan, il s’agirait en fait 
d’un bacille pyocyanique. 

Position du bacille de Whitmore dans la systématique. — Pour le 
Manuel de Bergey [4] et pour A. Prévot [46], le bacille de Whitmore 
se range dans la famille des Parvobacteriaceae et dans la tribu des 
Pasteurellae. Cette position est combattue. 
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Pour Brindle et Cowan (1951), Vimplantation polaire des cils souli- 
gnant les rapports étroits du germe avec le genre Pseudomonas doit 
faire ranger le germe dans la famille des Pseudomonadaceae. Lajudie, 
Fournier et Chambon (1953) sont de cet avis. Levine et ses collabora- 
teurs (1954) estiment que les besoins nutritifs du bacille de Whitmore 
sont beaucoup moins importants que ceux des autres membres de 
la famille des Parvobacteriaceae. La quatriéme édition (1955) des Prin- 
ciples of Bacleriology and Immunity de Topley et Wilson admet ce 
transfert de position et place le bacille de Whitmore, dans le genre 
Pfeijfferella, dans la famille des Pseudomonadaceae a coté du genre 
Pseudomonas. Les travaux de Chambon (1955), montrant la présence 
du bacille de Whitmore dans le milieu extérieur, apportent un argu- 
ment de poids en faveur de ce transfert. 

Le bacille de Whitmore peut-il entrer dans un des genres existants 
de la famille des Pseudomonadaceae ? 

Les germes du genre Pseudomonas sont le plus souvent caractérisés 
par la production d’un pigment diffusible, bien qu’il existe dans ce 
genre des espéces pathogénes non pigmentées. Le bacille de Whitmore 
ne produit pas de pigment diffusible, mais certaines de ses souches 
ont leurs colonies pigmentées en jaune franc. Ce caractére ne se ren- 
contre pas chez Pseudomonas, mais il rapproche le bacille de Whitmore 
des Xanthomonas. Cependant, ce genre ne comprend que des espéces 
pathogénes pour les plantes. Nous pensons, avec Brindle et Cowan, 
qu'il convient de placer, au moins provisoirement, le bacille de Whit- 
more dans un genre particulier, au voisinage des genres Pseudomonas 
et Xanthomonas. 

Le bacille de Whitmore et le bacille de la morve peuvent-ils appar- 
tenir au méme genre? 

La présence de cils chez l’un, l’absence de cils chez l’autre justifient, 
dans la systématique de A. Prévot, la séparation des germes en deux 
genres distincts. 

Convient-il de laisser les deux genres l’un a cété de l’autre? 

Actuellement les arguments manquent pour justifier la position du 
bacille de la morve dans la famille des Pseudomonadaceae : ce germe 
ne posséde pas de cils, il n’a pas été retrouvé dans la nature, il ne 
produit ni pigment diffusible ni autre pigment important. L’argument 
le plus solide pour le maintenir au voisinage du hacille de Whitmore 
semble étre la parenté de pouvoir pathogéne. Il ne nous parait pas 
suffisant. Selon Chambon [8] le bacille de la morve pourrait rester 
dans la famille des Parvobacteriaceae. La place qui sera assignée au 
bacille de la morve ne sera que provisoire jusqu’’ ce que des études 
complémentaires aient précisé les relations de ce germe avec les diffé- 
rents groupes de bactéries. 


Nomenclature du bacille de Whitmore. — L’agent de la mélioidose 
fut appelé : 

Bacillus pseudomallei, par Whitmore en 1913; Bacillus whitmori, 
par Stanton et Fletcher en 1921 ; Pfeifferella pseudomallei, par Ford 
en 1927 ; Flavobacterium pseudomallei, par Bergey et coll. en 1930; 
Sclerothriz whitmori, par Vuillemin en 1931; Actinobacillus pseudo- 
mallei, par Thompson en 1933 ; Lefflerella whitmori, par Gay et coll. 
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en 1935 ; Malleomyces pseudomallei, par Breed en 1938; Leefflerella 
pseudomallei, par Brindle et Cowan en 1951. 

De toutes ces dénominations, celle proposée par Breed, Malleomyces 
pseudomallei, semblait avoir rallié la majorité des auteurs. Mais il 
semble difficile de la conserver si le bacille de la morve doit appartenir 
a un genre différent de celui du bacille de Whitmore. De méme, le 
nom de genre Leefflerella, repris par Brindle et Cowan en 1951, ne se 
justifie pas si le germe découvert par Loeffler n’appartient pas a ce 
genre, 

Nous pensons qu’il serait souhaitable de conserver pour le bacille 
de la morve le genre Malleomyces, espice type : M. mallet, et de créer 
pour le bacille de Whitmore un genre nouveau qui pourrait étre le 
genre Whitmorella dont l’espece type serait: W. pseudomallei. Ce 
genre se placerait dans la famille des Pseudomonadaceae, dans la tribu 
des Pseudomonadae, au voisinage du genre Xanthomonas (1). 


Résumé. — Aprés avoir présenté les arguments qui justifient le 
déplacement du bacille de Whitmore de la famille des Parvobacteria- 
ceae dans celle des Pseudomonadaceae, nous proposons pour ce germe 
le nom de Whitmorella nov. gen. pseudomallei nov. comb. Le genre 
Whitmorella doit se placer dans la tribu des Pseudomonadae, A cété 
du genre Xanthomonas. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE TAXONOMY or Malleomyces pseudomallei. 


The author gives the reasons which justify the classification of 
M. pseudomallei with Pseudomonodaceae and not with the Parvobacte- 
riaceae. He proposes for the germ the name of Whitmorella nov. gen. 
pseudomallei nov. comb. The genus Whilmorella must be classified 
with Pseudomonadae, beside the genus Xanthomonas. 
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NOUVELLE TECHNIQUE DE COLORATION 
DES BACILLES TUBERCULEUX 
POUR LA RECHERCHE EN FLUORESCENCE. 


par J. DEGOMMIER. 
(Présenté par J. C. LEVADITI). 


(Sanatorium de Praz-Coutant [Chef de laboratoire : J. Auprin]) 


Depuis que, pour la premiére fois, Hagemann, en 1937, utilisa ia 
fluorescence pour ]’examen du bacille tuberculeux par simple coloration 
a Vauramine phéniquée, quelques auteurs, en France, ont apporté des 
modifications & la technique initiale pour son utilisation en pratique 
courante de recherche du bacille tuberculeux [4, 2, 3, 4, 5, 6]. 

Malgré ces améliorations et bien que cette méthode puisse permettre 
des diagnostics optiques dix fois plus rapides que la méthode classique 
au Ziehl, elle est relativement peu employée en France. 

Nous pensons que cette désaffection est due & deux causes princi- 
pales. La premiére est que, dans beaucoup d’esprits, l’idée de fluores- 
cence est liée & l'emploi des U. V. et que ces derniers sont cause de 
fatigue visuelle. Mais Augier [2] a montré que l’emploi de la simple 
lumiére bleue donnait d’excellents résultats. 

La deuxiéme cause est plus grave: elle réside dans le fait que les 
fluorescences primaires et les fluorescences secondaires parasites sont 
importantes dans la plupart des préparations et entrainent des erreurs 
fréquentes. 

Pour obvier a cet inconvénient majeur, différents auteurs, A la suite 
d’Hauduroy et Posternak [6], ont proposé des techniques tendant 
a « éteindre le fond ». Dans la pratique, cette méthode conduit sou- 
vent A atténuer la brillance des bacilles AAR, et de toutes facons nous 
ne pensons pas qu'il soit souhaitable d’avoir un fond parfaitement 
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obscur, car alors la mise au point devient hasardeuse et fait perdre 
un temps considérable. 

Augier [2, 5] propose de modifier la teinte des bacilles déja colorés 
a l’auramine, par un passage A la rhodamine. La coloration des fluores- 
cences parasites n’étant pas modifiée par la rhodamine, il y a alors 
un léger contraste de couleur entre ces derniéres et les bacilles. 

Nous proposons une technique différente. Elle consiste 4 commu- 
niquer a toutes les causes de fluorescences parasites une fluorescence 
franchement rouge sang et brillante, qui éclaire toute la préparation, 
permet donc une mise au point facile, et fait un contraste saisissant 
avec les hacilles colorés en jaune brillant dans un premier temps 
a Vauramine. Dés lors nous n’avons plus a craindre les artefacts, 
c’est-i-dire les figures donnant l’illusion de bacilles fluorescents, par 
la conjonction accidentelle d’effets lumineux sur des particules sans 
formes caractéristiques 4 priori. Les artefacts existent toujours, mais 
ils sont de couleur rouge et ne peuvent entrafner d’erreurs. Seuls les 
bacilles acido-résistants ont une couleur de fluorescence jaune pale trés 
brillant. 

Pour parvenir 4 ce résultat, nous utilisons le rouge thiazine, fluoro- 
chrome plasmatique acide, progressif. 

Nous avions indiqué précédemment que nous obtenions une brillance 
plus grande de l’auramine en ajoutant A la solution colorante une 
petite quantité de chlorure de magnésium. Nous faisons de méme pour 
le rouge thiazine. 


TECHNIQUE DE LA DOUBLE COLORATION AUX FLUOROCHROMES. — Frottis 
aussi minces que possible, séchés, puis fixés 4 froid 4 l’alcool méthy- 
lique. Les colorations se font a froid. 

Premier temps: Recouvrir la lame pendant quinze minutes avec la 
solution : 


Auramine 00 A 1 p. 1000 eau distillée pH 7.......... 850 cm3 
Chlorure de magnésium A 2 p. 100 eau distillée...... 100 em3 
Phenol aqueuxs Wyss eee eee be ero Sea eeieeties s 50 cm3 


Laver 4 l’eau. 


Deuziéme temps : Décolorer par 1’alcool acide pendant cinq minutes : 


YNICVONT BT SOUS ys aetna io. aco COATES ane ETS on 1000 cm$ 
INGICE GUO AMmPCEG NES NVI! Sopoosoocncnoounoduaseod 5 cm3 
(Cikormrey GIG. KOU popecusooroadsdde coabeode. soomadn 5g 


Laver trés soigneusement 4 l'eau. 


Troisiéme temps : Recouvrir de la solution de rouge thiazine pendant 
deux minutes : 


Rouge Thiazine 4 1 p. 1000 eau distillée pil 7...... 850 cm3 
Chlorure de magnésium A 2 p. 100 eau distillée...... 100 cem3 
Diyoell NEMOURS scones goosdou oo cbcouvoumELadeHnanounant 50 ¢ 


Laver 4 l’eau. 
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Quatri¢éme temps: Décolorer de nouveau A l’alcool acide pendant 
trois minutes. Laver a l’eau. 

Laisser sécher a lair. 

N. B. — Ces solutions sont préparées 4 froid. Il est trés important 
de respecter l’ordre des mélanges. Filtrer sur papier dur et conserver 
i lVobscurité. Il faut renouveler les solutions tous les quinze jours. 


Au Laboratoire Central de Praz-Coutant, nous faisons une étude | 
comparée de cette méthode avec la méthode classique au Ziehl, en | 
utilisant un microscope binoculaire équipé en lumiére bleue. Nous en 
donnerons les résultats dans une note ultérieure. 
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SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE FOR THE STAINING OF TUBERCLE BACILLUS 
IN FLUORESCENCE MICROSCOPY. 


NOTE SUR TROIS CAS DE SEPTICEMIES 
A BACILLES DYSENTERIQUES OBSERVES A DAKAR 
(TROIS HEMOCULTURES POSITIVES 
A SH. DYSENTERIA |, SH. FLEXNERI 5 Vi + ET SH. SONNEI) 


par H. DARRASSE. 


Unstitut Pasteur de Dakar) 


C’est une notion classique que les bacilles dysentériques sont beau- 
coup plus toxiques que virulents, et c’est aussi une régle classique 
d’affirmer que ces bactéries ne se trouvent jamais dans le sang des 
malades ou des animaux d’expérience. Pourtant les cas d’hémocultures 
positives & Shigella ne sont pas tellement excepltionnels et, récemment, 
D. Piéchaud, S. Rubinsten-Szturm et V. Brumpt [4] ont rapporté deux 
observations personnelles et rappelé les cas antérieurement publiés. 
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Nous avons déja souligné la diversité [2] des types de Shigella ren- 
contrés 4 Dakar et l’importance [3] de ces agents infectieux dans Ja 
pathologie locale. Nous confirmons aujourd’hui ces affirmations en 
rapportant trois cas de septicémies a bacille dysentérique provoquées, 
chacune, par un type différent de Shigella (b. de Shiga, b. de Flexner, 
b. de Sonne). La premiére de ces observations est particuli¢rement 


> 


inléressante car elle se rapporte & un bacille de Flexner porteur de 
Vantigene Vi. 


OsBsERVATION I. — Moctar N’D..., enfant africain, 18 mois (service du pro: 
fesseur Sénécal). 

Diarrhée profuse. Dénutrition. Température A 40°. 

On soupconne une salmonellose et une hémoculture est faite, en hyper- 
thermie le 18 juin 1955. Cette hémoculture est positive le 20 juin 1955 
(souche 57 A) : bacille Gram négatif, immobile, non gazogéne, ne fermen- 
tant que glucose ‘et mannite, indole négatif, agglutiné fortement sur lame 
par le sérum Vi (et non par les sérums Eberth polyvalents ou spécifiques). 

La premiere identification donnée est celle de S. typhi car nous trouvons 
souvent ce germe sous cette forme A Visolement (immobile et seulement 
Vi agglutinable). Mais Vobservation des caractéres culturaux et biochi- 
miques pendant quarante-huit heures (immobilité, non fermentation du 
maltose, non production d’H,S) nous incite a pratiquer lagglutination par 
les sérums anti-dysentériques : elle est fortement positive sur lame avec le 
sérum anti-Flexner polyvalent. 

Nous avons adressé cette souche a Mme JP, Piéchaud (Service du 
Dr Dumas), que nous remercions vivement ici, et qui nous a confirmé 
qu’il s’agissait d'une Sh. flexneri 5 porteur d’un antigéne Vi. Une observa- 
lion analogue de seplicémie a Flexner Vi + a été rapportée par Fournier 
et Brygoo a Saigon [4]. 

Notre. souche s’est révélée, expérimentalement,-trés virulente pour la 
souris qu’elle tue en vingt-quatre heures (ou moins) a faible dose par voie 
veineuse ou péritonéale, avec hémoculture positive; elle est également 
virulente pour le lapin par voie veineuse, mais les filtrats de culture ne 
sont pas toxiques pour ces animaux. 

Le séro-diagnostic pratiqué chez le malade dix-sept jours plus tard a 
confirmé la réalité de linfection due au bacille de Flexner isolé dans 
Vhéemoculture 


Flexner (suspension homologue venant de Vhémo- 


GUNA) pos pases oon oe GanOeUSOE Ne pocauanobn pamad:: + au 1/640 
Flexner (suspension standard)..................... O 
SeRY (EMS KSMENGIN, GHEINCENE)) Goss bagenococsosocac O 
S. tala (Coon OY cososssaasadesocondanocdnns » 6) 
Ss Wile (CUAVENSIOR Ine seeooooodnoopeGeokacoe aocor O 
Sh Hapa (USO Wad) Gens cb ddsodeddcadedousnn0s O 


Le séro-diagnostic Vi, refait douze jours plus tard, est resté enticrement 
négatif. 

La coproculture a été négative, mais elle fut faite aprés traitement paw les 
antibiotiques, plusieurs jours aprés lhémoculture (lorsque fut connue Viden- 
tification de Sh. flexnert). 

La maladie céda rapidement au traitement (chloromycétine puis sulfamides) 
et Venfant guérit en quelques jours,’ aprés une période critique de dénu- 
trition. . 
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Oss. Il. — Bailo D..., 25 ans, manceuvre africain (Service du professeur 
Payet). 

Entré a Vhopital le 21 décembre 1955. Diarrhée profuse depuis cing jours, 
état sub-comateux, pouls filant A 130, anémie intense avec subictére. Tempé- 
rature a 39°2. Selles liquides, jaunatres, sans glaire ni sang, émises plusieurs 
fois par heure. Décés le lendemain de 1’admission. 

Hémoculture le 21 décembre (recherche de salmonellose). Le 23 décembre 
présence d’un bacille Gram négatif, immobile, identifié biochimiquement et 
sérologiquement a un bacille de Shiga (Sh. dysenteriz 1). 

Coproculture le 21 décembre (recherche de Shigella). Négative sur milieux 
usuels et sur milieux S. S. 

Aucun autre examen, sérologique en particulier, n’a pu évidemment étre 
pratiqué. 

On pourrait admettre ici que le bacille de Shiga est passé dans le sang 
au moment de la période pré-agonique. Nous croyons néanmoins qu'il s’agit, 
la aussi, d'une véritable septicémie : 

lo Le bacille dysentérique a été trouvé seul dans le sang du malade a 
Vexclusion des autres entérobactéries (Proteus et EF. coli en particulier), 
ce qui n’est pas en faveur de la simple bactériémie pré-agonique. 

2° Maleré Je soin apporté aux coprocultures dans notre laboratoire, le 
bacille dysentérique n’a pu étre retrouvé dans Jes selles qui n’étaient pas 
glairo-sanglantes, alors qu'il aurait normalement di s’y trouver pour pouvoir 
provoquer une bactériémie pré-agonique A seul bacille de Shiga. 


Oss. III. — Daly N’D..., 25 ans, femme africaine (Service du professeur 
Payet). 

Hospitalisée depuis plusieurs jours pour une cirrhose avec ascite. Le 
23 janvier 1956 : température 4 39° et diarrhée. 

Hémoculture : bacille Gram négatif (souche 16 B), identifiée biochimique- 
ment et sérologiquement au bacille de Sonne (Sh. sonnei), se présentant en 
colonies S en phase I. 

La coproculture (pratiquée deux jours plus tard, aprés antibiothérapie et 
disparition des signes cliniques) est négative sur milieux usuels et milieux 
So SE 

La culture du liquide d’ascite, faite le 22 janvier 1956, reste stérile. 

Les séro-diagnostics donnent les résultats suivants : 

Le 26 janvier 1956 : 


Suspension Shiga sri. dcasew ets vee aeek sine aoe eo eee ene oO 

Suspension (HIEXMer aye. ates passe ee. eee aie ore O 

SUSPENSION SONNE Scie eaccrecstat oct eer ecient eee ee 
Souchevhomologue wvivante ss. saan. cecsensderer 2 ihe. 6, ob Senos O 
Soucheshomolosue: chauttGe cet eeeeeeeer neta O 


Le 30 janvier 1956 : 


Suspension Shiga. ..ue saci ceeieen ch ieee ee O 
Suspensions Flexner. % cy aace cece ete eee eae eee eae O 
Suspension Sonne (homologue). 
Souchesvivanterc..ceate verre sicrre eer he eto see ee ate 1/40 
Souche: chautiGel\s.c. deere ce cae ee home ieee eee 1/20 


(Chiffres valables dans le cas de Sh. sonnei). 


La malade ayant quitté l’hdpital ne put faire l’objet d’examens ultérieurs. 
sérologiques en particulier. 
Ici encore l’hypothése d'une simple bactériémie vient A l’esprit, mais, pour 
nous, l’évolution du séro-diagnostic chez cette malade, & quelques jours 
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d’intervalle, est absolument en faveur d’une infection a Sh. sonnei, saisie 
« au bond » par une hémoculture en hyperthermie. 


ConcLusion. — Le fait d’avoir observé A Dakar, sans enquéte spécia- 
lement orientée dams ce sens, et au hasard des examens bio-cliniques, 
trois cas de septicémies A bacilles dysentériques nous autorise 4 affirmer 
encore notre conviction (basée par ailleurs sur l’isolement de nom- 
breuses Shigella par coprocultures) de l’importance de ce facteur 
nosologique dans la pathologie locale. La dysenterie amibienne existe 
évidemment a Dakar, mais elle est beaucoup moins fréquente que la 
dysenterie bacillaire: un diagnostic parasitologique d’amibe dysenté- 
rique doit toujours étre soigneusement confirmé et, parallélement, ia 
recherche des bacilles dysentériques doit toujours étre demandée au 
laboratoire. 

Enfin il est intéressant de prouver, par ces trois observations, que 1a 
présence des Shigella dans le sang n’est pas tellement exceptionnelle 
au cours des dysenteries hacillaires graves. 


SUMMARY 


THREE CASES OF SEPTICAEMIA INDUCED BY DYSENTERY BACILLI 
OBSERVED AT DAKAR. 


These three cases were observed during routine bioclinical exami- 
nations, and demonstrate the importance of this disease in West 
Africa. 

Amoebic dysentery does exist at Dakar, but is much less frequent 
than hbacillary dysentery. 

These three observations demonstrate that the presence of Shigella 
in blood is not exceptional in the course of severe bacillary dysenteries. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Piicuaup (D.), Rusisren-Szturm (S.) et Brumpr (V.). Bull. Acad. Méd., 
1955, 439, 513 (contient une bibliographie compléte de la question). 

[2] Darrasse (H.). Bull. Mém. Ecole Méd. Dakar, 1954, 2. 

[3] DARRASSE (H.), Le Minor (L.), Pricuaup (D.) et Nicoxte (P.). Bull. Soc. 
Path. exot., 1957, (& paraitre). 

[4] Fournier (J.) et Brycoo (E. R.). Ann. Inst. Pasteur, 1953, 84, 621. 


698 ANNALES ‘DE L’INSTITUT PASTEUR 


ESSAI DE DETERMINATION 
DU POUVOIR PATHOGENE DU STAPHYLOCOQUE 
PAR INOCULATION INTRA-CEREBRALE 
A LA SOURIS BLANCHE 


par H. DARRASSE. 


(Institut Pasteur de Dakar) 


Le staphylocoque occupe une place trés importante dans la patho- 
logie infectieuse & Dakar. Les infections cutanées, tant chez l'enfant 
que chez l’adulte, sont les plus nombreuses, comme c’est habituel 
en pays tropical, mais les infections graves, avec septicopyoémies ne 
sont pas rares. C’est ainsi que nous avons isolé, durant les années 
1954-1955, pres de 800 souches de staphylocoques pathogénes, dont 
25 par hémoculture dans des staphylococcémies graves et 15 dans des 
méningites purulentes. 

Lors de l’isolement d’une souche de staphylocoque, la premiére ques- 
tion que se pose le hbactériologiste est la suivante: le germe isolé 
est-il bien un staphylocoque pathogéne? Nous avons essayé de trouver 
une solution & cette question en étudiant systématiquement la majeure 
partie des staphylocoques, pathogénes ou saprophytes, isolés dans notre 
laboratoire durant les mois d’octobre et de novembre 1954; nous 
avons soumis chaque souche étudiée aux tests classiques de patho- 
génicité que nous avons complétés par une épreuve nouvelle et 
originale, consistant en l’inoculation de chaque souche Aa la souris par 
voie intracérébrale. 


I. ORIGINE DES souUcHES. — A. Souches pathogénes : Nous avons étudié 
36 souches pathogénes, ce caractére étant affirmé non par les seuls 
tests de laboratoire, mais encore par un contexte clinique évident. 

Les produits biologiques d’origine étaient les plus divers : 


Heémocultures), \a.cijence saan eee eee arenes 5 souches 
MGNIN BIC ¢ ect Sos artis naan eet eels tors Cee ere 1 — 
Abces mete TURONGIES: A. Gomes ttre eee eee nee 20 — 
PY OMY OSILES Pes Rone acer ecier-tocia cee See ee eee 50 
Pleunésies: i.e sivnsee Seo ee A ee 20 — 
Pemphicus= staphylococciques® ..0.0seheee eer ee 20— 
Coprocultuvesdp aroacs acum sion cr tae eee 2 0— 
OGOzan (Vite mare geen mae cceteyar eater eae ee Se eee 1 -- 
AMORA rbician nasiok 36 souches 


B. Souches saprophytes: Nous avons fait les mémes épreuves de 
laboratoire pour 15 souches saprophytes, toutes représentées par des 
germes de contamination de produits biologiques divers pour lesquels 
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le contexte clinique permettait d’éliminer &-coup sir le rdle du staphy- 
locoque. 


I. Erupe pu pouvorrk PATHOGENE EXPERIMENTAL, — Nous avons pra 
tiqué pour ces 51 souches les tests les plus courants de pathogénicité 
suivant. Jes techniques habituelles ; 

Production de pigment (sur gélose ordinaire inclinée) ; 

Fermentation du mannitol (sur milieu de Chapman) ; 

Production de coagulase (sur plasma de lapin) ; 

Liquéfaction de la gélatine (sur gélatine en culot). 

Il est généralement admis que ces différents tests, de méme que la 
recherche des hémolysines o et fp, sont moins fidéles que 1l’inoculation 
au lapin selon la technique de Kourilsky et Mercier, qui constitue une 
véritable méthode de mesure du pouvoir pathogéne ; mais cette méthode 
d’inoculation a l’animal pose des problémes délicats en pratique cou- 
rante (recherche préalable des antitoxines d’origine naturelle chez 
les lapins utilisés et surtout approvisionnement en animaux) et n’est 
définitivement lisible qu’au quatriéme jour, alors que le diagnostic 
de staphylocoque pathogéne peut étre un probléme d’urgence. 

Nous avons songé & utiliser la souris blanche (dont la sensibilité au 
staphylocoque est connue) inoculée par la voie intracérébrale ; cette 
voie f’inoculation est en effet une méthode de routine employée dans 
notre Institut pour la préparation du vaccin antiamaril et pour les 
recherches courantes. Les mémoires de Kourilsky et Mercier font men- 
tion de nombreux essais d’inoculation intraviscérale (intrahépatique, 
intrasplénique, intrapulmonaire, intrarénale) mais, 4 notre connais- 
sance, la voie intracérébrale n’a pas été étudiée pour le staphylocoque. 


La technique est trés simple et ne demande aucun matériel spécial : il 
suffit d@aiguilles 4 intradermo-réaction de 10 mm de long et de 5/10 mm de 
diamétre et de seringues, 4 tuberculine par exemple, graduées au 1/100 ou 
au 1/50 ml; on inocule par voie transcranienne environ 0,02 ml d’une 
culture en bouillon de vingt-quatre heures ; nous avons inoculé deux souris 
pour chaque souche. Les souris supportent en général trés bien ce mode 
d’inoculation et reprennent trés vite un comportement normal; les morts 
précoces qui surviennent dans les minutes ou méme Vheure qui suivent 
linoculation se produisent rarement : elles sont imputables au traumatisme 
et n’ont évidemment pas de valeur expérimentale. 

Les souris inoculées sont gardées en observation cinq jours. 


Résultats comparatifs des différents tests pratiqués: Nous avons 
egroupé dans les tableaux I et II les résultats obtenus pour les 51 souches 
étudiées. 

Production de pigment: Nous avons vérifié le fait bien connu de 
l’insuffisance de cette propriété comme critére du pouvoir pathogéne . 
sur 86 souches pathogénes, 6 étaient des staphylocoques blancs. 

Au total : 6 erreurs sur 51 épreuves. 

Fermentation du mannitol: Malgré quelques défaillances 1’emploi 
du milieu de Chapman reste la méthode la plus simple a utiliser en 
pratique courante en donnant d’excellents résultats. Sur 36 souches 
pathogénes, 2 seulement n’attaquaient pas le mannitol, mais 3 souches 
saprophytes viraient le milieu de Chapman. 

Au total: 5 erreurs sur 51 épreuves. 
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Production de coagulase: C’est cette méthode qui nous a donné, 
comme aux autres expérimentateurs, les résultats les plus fidéles : 
sur 386 souches pathogénes, 2 ne produisaient pas de coagulase et 
1 seule souche saprophyte sur 15 coagulait le plasma de lapin. 

Au total : 3 erreurs sur 51 épreuves. 

Liquéfaction de la gélatine: Les chiffres obtenus concordent avec 
ceux donnés par J. Dumas, pour qui 50 p. 100 des staphylocoques 
blancs liquéfient la gélatine, et ils ne permettent pas de considérer 
cette épreuve comme un caractére différentiel des staphylocoques 
pathogénes. 

Inoculation intracérébrale a la souris: L’essai de cette technique 
nous a donné des premiers résultats que nous jugeons intéressants, 
car nous avons constaté un parallélisme certain entre le pouvoir patho- 
géne chez l’homme et l’action létale chez la souris : aucune souche 
saprophyte ne s’est révélée pathogéne pour la souris et inversement 


Tasteau JI. 


Résultats comparatifs des différents tests de pathogénicité. 


| Mannitol ‘ 2 t 
| ae eA 


TaBLEAu II. 
Délais de survie des souris aprés l’'inoculation intracérébrale. 


Staphylocoques | Staphylocoques 
pathogénes saprophytes 


(72 souris) (30 souris) 


Souris mortes 6 & 12 heures aprés 
1’inoculation 


Souris mortes 12 & 24 heures aprés 
1’inoculation 


Souris mortes 24 heures & 5 jours 
aprés 1’inoculation 


Souris survivantes plus de 5 jours 
aprés 1’inoculation 


Avec 15 souches saprophytes : 30 souris inoculées, 30 souris survivantes aprés 

cinq jours d’observation. Sur les 36 souches pathogénes : 21 souches ont tué 

2 souris sur 2, 9 souches 1 souris sur 2, et 6 souches seulement se sont montrées 
sans action sur la souris par voie cérébrale. 
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la majeure partie des souches pathogénes a tué la souris par voie 
intracérébrale (voir tableaux I et ID. 

Le phénoméne le plus frappant est la rapidité avec laquelle certaines 
souches tuent la souris: sur 51 souris tuées par l’inoculation intra- 
cérébrale, 89 sont mortes dans les premieres vingt-quatre heures ; la 
mort survient trés brusquement, en général vers la dixiéme heure 
suivant l’inoculation. 

Cette rapidité d’évolution évoque un phénoméne toxique, mais nous 
n’avons pu en faire la démonstration expérimentale, car nous avons 
fait des inoculations intracérébrales de filtrats de culture qui sont 
restées négalives (précisons que nous n’avons pas utilisé le milieu 
spécial favorable 4 l’élaboration de toxine). 

L’étude anatomo-pathologique des souris mortes dans les premiéres 
vingt-quatre heures montre également qu'il s’agit plus d’un phéno- 
méne d’intoxication que d’un effet de la virulence du germe. A 
l’autopsie on ne trouve aucune lésion macroscopique, en dehors d’une 
simple congestion des vaisseaux méningés qui n’est pas toujours évi- 
dente (la culture d’un prélévement de cerveau permet de retrouver 
réguliérement le staphylocoque inoculé). 

Le D? Camain, que nous remercions vivement, a bien voulu prati- 
quer 1]’étude histopathologique de plusieurs souris mortes dix heures 
aprés l’inoculation et a fait les constatations suivantes : 

Encéphale. — Inflammation exsudative 4 polyneutrophiles extréme- 
ment importante, siégeant au niveau de tous les espaces cyto-méningés 
des toiles choroidiennes des divers ventricules et se retrouvant autour 
des moindres vaisseaux capillaires qui pénétrent l’encéphale. L’cedéme 
péricapillaire est vif et les altérations neuronales les plus diverses sont 
observées. Les staphylocoques se reltrouvent facilement, phagocytés en 
amas par les polynucléaires, mais rares sont les germes extra-cellu- 
laires. 


Foie. — Ectasie de tout le systéme vasculaire avec clarification et 
stéatose modérée des cellules hépatiques. 

Intestin. — Congestif, normal par ailleurs. 

Reins. — Congestion trés vive, tuméfaction des cellules des tubes 
contournés. Dépéts albumineux dans la lumiére des tubes. 

Poumons. — Congestion trés vive. Signes inflammatoires exsudatifs 
au niveau de certaines parois alvéolaires. 

Rate. — Un peu congestive. 

Pancréas. — Congestif. 

Myocarde. — OEdéme interstitiel. Pas d’altérations fibrillaires notables 


des cellules myocardiques. 

Ces constatations histologiques montrent donc une vive réaction 
cellulaire locale avec phagocytose intense, sans tendance A la formation 
de micro-abcés, mais le plus remarquable est la véritable ectasie de 
tout Je systéme capillaire viscéral, donnant des images assimilables 
a celles du phénoméne de choc. 

Il nous semble logique d’imputer ces phénoménes de choc A la 
toxine staphylococcique, dont l’action Jétale serait mise en évidence 
erfce au mode d’inoculation employé. 

La voie d’inoculation intracérébrale chez la souris nous parait donc 
étre une méthode possible d’étude des staphylocoques pathogénes. 
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III. Conctusions. — L’étude de souches locales de staphylocoques nous 
a permis d’expérimenter un nouveau test du pouvoir pathogene de ce 
germe ; l’inoculation intracérébrale 4 la souris. 

Cette technique nous a donné des résultats constamment négatifs 
pour Jes staphylocoques saprophytes, qui n’ont jamais tué la souris. 
Les résultats sont moins fidéles pour les staphylocoques pathogénes, 
car, si la plupart tuent rapidement les souris blanches inoculées par 
voie intracérébrale, il existe toutefois quelques souches qui sont inca- 
pables de provoquer la mort de ]’animal. 

L’inoculation & la souris par voie intracérébrale ne peut donc rem- 
placer les tests courants tels que la fermentation du mannitol ou la 
production de coagulase dont les résultats sont plus constants ; toute- 
fois deux notions intéressantes ressortent de notre expérimentation : 

1° Le staphylocoque capable de tuer la souris, lorsqu’il est inoculé 
par voie intracérébrale, est sdrement pathogéne pour l’homme ; 

2° La rapidité avec laquelle la plupart des staphylocoques pathogénes 
provoquent la mort de la souris inoculée par voie intracérébrale permet 
de penser que la mort est due 4 un mécanisme voisin du phénomeéne 
de choc et que la technique d’inoculation dans le cerveau peut consti- 
tuer, en mettant facilement en évidence son action létale, un nouveau 
moyen d’étude de la toxine staphylococcique. 


SUMMARY 


ATTEMPT TO DETERMINE Slaphylococcus PATHOGENICITY 
BY INTRACEREBRAL INOCULATION INTO MICE. 


The study of local strains has allowed to set up a new test of 
Staphylococcus pathogenicity : the intracerebral inoculation into mice. 

The test is always negative with saprophytic Staphylococcus which 
never kill mice. Most pathogenic strains rapidly kill mice, but there 
are a few strains which are not lethal for the animals. Intracerebral 
inoculation into mice cannot, therefore, replace the usual tests (man- 
nitol fermentation or coagulase production), which are more reliable. 
but it may be useful as a new method of studying Staphylococcus toxin. 
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LA DISPERSION DES CELLULES 
PAR TRYPSINATION A BASSE TEMPERATURE 


par Ph. DANIEL et R. DEPOUX 


(Unstitut Pasteur, Service des Virus 
[Dt P. Lépine]) 


La trypsination, ou méthode employant la trypsine pour disperser 
les cellules d’un tissu, a pris un essor considérable dans les techniques 
de cultures cellulaires in vitro depuis les travaux de Dulbecco et 
Vostn ir 

D’importants perfectionnements ont amélioré le procédé initial. Les 
travaux de Youngner [2] et de Rappaport [3] ont permis d’augmenter 
le rendement en cellules et de simplifier les manipulations. 

Récemment une note de Bodian [4] signalait que la digestion des 
tissus par la trypsine pouvait se réaliser dans certaines conditions 
a +4° C. Ignorant le travail de Bodian, nous employons cette technique 
depuis plus de huit mois, et l’avons enseignée au cours de technique 
de cultures cellulaires organisé a 1l’Institut Pasteur. Les résultats 
obtenus font l’objet de cette note. 

Matériel et techniques. — La trypsination du rein de lapin servira 
de type de description. 

Le matériel suivant est nécessaire : une fiole Fourneau de 125 cm? 
contenant un aimant, un agitateur magnétique et une solution physio- 
logique tamponnée aux phosphates (solution dite P. B.S.) contenant 
2,5 p. 1000 de trypsine Mann d’activité 1: 300. 

Le rein a digérer est prélevé aseptiquement chez un animal anes- 
thésié et saigné A blanc. Débarrassé de son tissu fibreux, l’organe est 
placé dans la fiole Fourneau ow il est haché trés finement pour rendre 
la digestion plus réguliére et plus rapide. 

Trois lavages sont effectués dans la solution tampon, sous agitation, 
pendant cing minutes chaque fois. 

Un poids de solution trypsique égal au triple du poids du_ tissu 
est alors introduit dans le récipient de digestion, et le tout est laissé 
soit 2 la température du laboratoire pendant trente minutes, soit au 
contraire 2 +4° C pendant quatre heures. A la fin de cette pré-trypsi- 
nation, le liquide surnageant est décanté puis remplacé par un égal 
volume de trypsine. 

L’ensemble de l’appareillage A digestion est alors placé dans un 
réfrigérateur 4 +4°C, tout en maintenant l’agitation pendant seize 
heures. 

La suspension cellulaire obtenue au bout de ce temps est décantée 
directement dans les pots A centrifuger, ou mieux passée auparavant 
sur une toile de nylon qui retient les fragments incomplétement 
digérés et les filaments conjonctifs. Un ou deux lavages avec la solu- 
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tion tampon ou le milieu nutritif utilisé permettent de récupérer les 
derniéres cellules restées dans la fiole de digestion, et de les réunir 
a la premiére fraction décantée. 

La suite des manipulations se poursuit comme aprés toute trypsi- 
nation. 

Résultats et discussion. — Nous avons trypsiné par ce procédé les 
tissus suivants : reins de lapins, reins humains et simiens, testicules 
humains et simiens, cceurs de singe embryonnaires ou adultes. 

Les cellules obtenues par une telle digestion ont manifesté les mémes 
tendances de fixation & leur substrat et les mémes caractéres de crois- 
sance que les éléments obtenus par d’autres procédés. I] nous a été 
possible d’établir des souches de cellules A partir de ces tissus. 

Il faut reconnaitre cependant que le rendement est inférieur a celui 
de la trypsination continue, ce qui s’explique aisément par le contact 
prolongé avec la trypsine des premiéres cellules libérées du_ tissu. 
D’aprés notre estimation, le rendement est inférieur de 30 a 40 p. 100 
& celui donné par la digestion continue classique. 

La concentration en trypsine doit étre adaptée au tissu que l’on 
désire disperser. Une solution de trypsine 4 1 p. 1000 convient aux 
tissus embryonnaires et le rendement est alors trés proche de celui 
obtenu par une digestion continue. 

La durée de la trypsination 4 froid ne doit pas dépasser seize a vingt 
heures. Trés souvent elle peut étre raccourcie, et une dizaine d’heures 
peuvent suffire pour des tissus embryonnaires. 

Avec les tissus adultes, surtout lorsqu’ils sont riches en fibres conjonc- 
tives, des fragments tissulaires restent incomplétement attaqués. 
Ceux-ci peuvent étre digérés & nouveau, comme 1’a signalé Bodian, 
mais l’opération a un rendement médiocre. 

Cette technique, malgré les réserves formulées plus haut, parait 
devoir étre retenue par sa simplicité, et 1’économie de temps et de 
matériel qu’elle permet, en attendant que d’autres méthodes fondées 
sur ]’emploi d’autres enzymes plus spécifiques du tissu conjonctif et 
moins nocifs pour les cellules, telles les collagénases, puissent étre 
employées économiquement. 


RésumE. — Description d’une technique de trypsination des tissus 


A la température de +4° C. 


SUMMARY 


CELL DISPERSION BY TRYPSINATION AT LOW TEMPERATURES. 


Technique of tissue trypsination at 4° C. 
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REPARTITION ET POLYVALENCE 
DES GROUPEMENTS PHYSIOLOGIQUES 
AU SEIN DE LA MICROFLORE TOTALE DU SOL 


par M. A. CHALVIGNAC 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


L’examen d’une plaque de gélose-extrait de terre ensemencée 2 l’aide 
d’une suspension-dilution de terre permet d’apprécier, non seulement 
l’importance numérique de la microflore totale, mais encore la grande 
variété de la population microbienne, suivant les types de sol, d’aprés 
Vaspect des colonies. On peut considérer que nous avons ici la repré- 
sentation de toutes les formes aérobies actives dans le sol, ou tout au 
moins des plus nombreuses (il faut évidemment exclure les germes 
autotrophes). Nous connaissons, d’autre part, l’existence dans le sol 
de groupements A activité physiologique bien définie (mis en évidence 
en milieux électifs). 

Deux points ont fait l’objet de cette étude : 


1° La répartition numérique de ces groupes physiologiques au sein 
de la microflore totale ; 


2° La polyvalence, c’est-d-dire les activités multiples éventuelles des 
germes de ces groupements avec, par conséquent, possibilité d’inter- 
relations les uns avec les autres. 


Répartition des groupements physiologiques. — On utilise pour leur 
mise en évidence ]’extrait de terre, milieu le moins électif, c’est-a-dire 
permettant la prolifération du plus grand nombre possible de micro- 
organismes contenus dans la terre. 

L’expérience a été pratiquée avec une terre A lin de pH = 5,8, assez 
pauvre en germes (13000 000/g de terre). 


A. TecuxigueE. — Un milieu extrait de terre gélosé est ensemencé 
avec 1/10 de millilitre d’une dilution-suspension de terre choisie de 
telle facon que l’on puisse prélever facilement une centaine de colonies 
bien isolées par boite. Ici, la dilution 10—* a été utilisée. Aprés trois 
jours d’incubation & 28°, chaque colonie prélevée stérilement est portée 
dans un tube de milieu liquide & |’extrait de terre, mis a ]’étuve 
vingt-quatre heures. Les cultures obtenues sont ensuite testées sur des 
milieux sélectifs habituellement utilisés au laboratoire pour la mise 
en évidence des grands groupes physiologiques du cycle de l’azote et 
du carbone [4]. 
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Cycle de l’azote. Ammonifiants, par le milieu tyrosine ; dénitri- 
fiants, par le milieu nitrate-glucose ; protéolytiques, par le milieu 
gélatine. 

La terre ne contenant pas d’Azotobacter, nous n’avons pu enyisager 
le groupe des Fixateurs. 

Cycle du carbone, — Seuls les Amylolytiques seront recherchés, sur 
le milieu 4 l’amidon. 

Les lectures sont pratiquées aprés dix jours d’incubation. 


B. Réesutrats. — L’examen des résultats (pourcentage de souches 
capables de proliférer sur les différents milieux électifs) montre que : 


100 p. 100 des colonies proliférent en milieu extrait de terre. 
34 p. 100 des colonies sont ammonifiantes. 

35 p. 100 des colonies réduisent les nitrates. 

83 p. 100 des colonies sont capables d’hydrolyser Ja gélatine. 
25 p. 100 des colonies sont amylolytiques. 


Toutes les souches obtenues sur extrait de terre sont donc actives sur 
un ou plusieurs milieux électifs et toutes peuvent donc étre classées 
dans un ou plusieurs groupes physiologiques. 

Nous avons comparé ces résultats avec ceux obtenus dans la pratique 
d’analyse courante du laboratoire, dont nous rappelons le principe : 
l’activité du groupement est caractérisée par la dilution-limite d’une 
série de dilutions-suspension de terre ensemencées dans un milieu 
électif, 

Résultats avec les techniques du Jaboratoire (pour la méme terre) : 


MiGroflOne. WOLAICs” c.cseoscugaeiucraiacn oo usiteet aa ee enone a oe Rae 10—8 
ATOMONIUPAMIS® cerstesez.cies. op eee ee ee ee Oe eee 10—5 
DD OnTEPTTADtS) Rws cee eek ree ae ee eee Cerne 10—5 
Proteolytiuiesir ose sale te. ek a ae eee 10—7 
Amylolytiques’’ Ja d.asraorsees are eee ee ee 10—4 


Les pourcentages des souches actives au sein de la microflore totale 
(voir tableau I) se classent de facon identique. Nous constatons, en effet, 
que la répartition quantitative des germes dans les différents groupes 
physiologiques s’établit dans le méme ordre : microflore totale, protéo- 
lytique, dénitrifiant, ammonifiant, amylolytique. Ceci montre bien toute 
la valeur significative des techniques que nous utilisons au laboratoire. 


Polyvalence de ces groupements. — Les germes pullulant dans le sol 
possédent-ils, au sens ot nous l’entendons en microbiologie du_ sol, 
un équipement enzymatique capable de leur permettre de remplir plu- 
sieurs fonctions? C’est-a-dire, peuvent-ils étre classés 4 la fois dans 
plusieurs groupements physiologiques? Telle est la question que nous 
avons tenté d’élucider dans ce second groupe d’expériences. 


A. Trcnxique. — Chacun des milieux sélectifs cités précédemment est 
gélosé & 15 p. 1000. On pratique l’ensemencement 2 l’aide des dilu- 
tions-suspension de terre déja utilisées. On incube trois jours & 28° et 
on préléve 50 & 80 colonies. 
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Par définition, les germes obtenus métabolisent électivement $a 
substance introduite dans le milieu. Nous éliminerons ainsi toute une 
flore secondaire utilisant les produits de dégradation des premiers. 

Chaque souche est ensuite testée sur les milieux électifs pour les 
autres groupes physiologiques. 


B. Résuttrars. — 1° Groupe des Ammonificateurs (colonies isolées 
a partir d’un milieu solide & la tyrosine). Repiquages sur : 
NIGUEL UAVIMOISIINNS. 5 Gece hota ao ote 100 p. 100 de cultures positives 
Pixtraitm@enterne.: . ain: ase tess 100 p. 100 de cultures positives 
INMRASECAOOE “Gaosactondsp aco 80 p. 100 de cultures positives 
EC AEMIEDYEN oat BIE Crue MEME ert 80 p. 100 de cultures positives 
PAINT COLI «ste eteraroitucises are ocnatiarene ears 10 p. 100 de cultures positives 


2° Groupe des Dénitrifiants (colonies isolées & partir d’un milieu 
solide au nitrate-glucose). Repiquages sur : 


Milieu nitrate-glucose ......... 100 p. 100 de cultures positives 
Milieu extrait de terre ........ 100 p. 100 de cultures positives 
IMIR byIROSING Wi. aere cess ae oe 25 p. 100 de cultures positives 
Miliety, 2 6latinésrav=. eaves eer 64 p. 100 de cultures positives 
NVUNINEST, SERA ONO Sa oan ne + coccoeeb 0 p. 100 de cultures positives 


3° Groupe des Protéolytiques : la culture se traduisant par une liqué- 
faction de la gélatine, il ne nous a pas été possible de faire l’isolement. 


4° Groupe des Amylolytiques (colonies isolées & partir d’un milieu 
solide & l’amidon) : 


NCW ADTM OME hee sats es cet <n. ec ciateuts Lem see mere 100 p. 100 
MiliewMe xtra de: ferret, is .cenena cnet cate. eeksaetiee s 100 p. 100 
Milieu nitrale-glucose ....:... Sa Seas es eA aes 60 p. 100 
Mine ner cel aiinie: 2a.t saute eto es <u teeta tno 100 p. 100 
NITRA ys O SIN Ci Rrmertces atoirye inva ore ar eee eae 10 p. 100 
RésuLtTats. — De ces différents tableaux, il ressort : 


1° Quel que soit le groupe physiologique auquel il appartient, tout 
germe possede dans son équipement enzymatique un certain lot 
d’enzymes permettant sa croissance en extrait de terre. D’ot J’intérét 
de l’extrait de terre comme milieu de base pour la numération de la 
microflore totale. 

2° Le type du milieu d’isolement n’influence pas l’ordre de répar- 
tition quantitative des groupes entre eux (nous retrouvons le classe- 
ment déja déterminé), mais améne des variations dans le nombre des 
microorganismes A l’intérieur de ces groupements. En effet : 

Le pourcentage des souches ayant un pouvoir ammonifiant est de : 

35 p. 100 quand celles-ci proviennent d’un isolement sur milieu 
solide extrait de terre ; 

25 p. 100 quand celles-ci proviennent d’un milieu solide nitrate- 
glucose ; 

10 p. 100 quand celles-ci proviennent d’un milieu amidon. 

Le méme raisonnement appliqué aux autres groupements donne des 
résultats identiques. 
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3° La fonction protéolytique largement représentée dans chacun des 
groupes est donc la plus répandue puisque le pourcentage des germes 
protéolytiques varie de 65 4 100 p. 100. Nous savons, en effet, que ce 
sont les responsables des premiers stades de la dégradation des molé- 
cules organiques azotées, il est donc normal de les trouver nombreux. 

La fonction ammonifiante sur tyrosine est, elle, assez peu répandue ; 
la tyrosine, substance lente & métaboliser, n’a pu étre touchée que 
dans 10 p. 100 des cas, dans le délai fixé, par les germes isolés sur 
un autre milieu que celui a la tyrosine. 

Une attention particuliére a été portée sur la relation entre les 
groupes dénitrifiant et amylolytique. Le pourcentage des germes isolés 
sur le milieu nitrate-glucose (dénitrifiant) capable d’hydrolyser totale- 
ment l’amidon est nul. Par contre, le pourcentage des germes isolés 
sur amidon, doués d’un pouvoir dénitrifiant, est de 60 p. 100. Nous 
avons tenté d’expliquer ce phénoméne de la facon suivante : la majorité 
des germes dénitrifiants ont un équipement enzymatique qui ne leur 
permet d’utiliser. que les sucres simples (ici le glucose) quant a leur 
métabolisme carboné, alors que ceux isolés d’un milieu a 1l’amidon 
sont, évidemment, de plus, capables d’utiliser le glucose. Ceci vient 
confirmer l’hypothése déjéa émise au cours d’un article antérieur : 
Vamylolyse se fait en deux temps: hydrolyse enzymatique avec forma- 
tion de dextrine, maltose, glucose et fermentation ultérieure de ces 
glucides par d’autres espéces [2]. 


Conctusion. — Les milieux & l’extrait de terre sont éminemment 
favorables pour la numération de la microflore totale ; toutes les 
souches isolées sur le milieu ont une ou plusieurs activités spécifiques 
et sont donc classables dans les groupements physiologiques décelables 
sur Jes milieux électifs ; la numération de la microflore totale sur 
gélose extrait de terre donne donc une image fidéle de l’activité biolo- 
gique globale de la terre. 

Dans Ja majorité des cas les souches bactériennes du sol ont un 
équipement enzymatique qui permet de les classer dans plusieurs 
groupements physiologiques ; leur activité est donc polyvalente. 


SUMMARY 


DISTRIBUTION AND POLYVALENCE OF PHYSIOLOGICAL GROUPS 
IN THE TOTAL MICROFLORA OF THE SOIL. 


Media constituted by extracts of soil are particularly suited for the 
numeration of the total microflora. All the strains isolated on these 
media possess one or several specific activities and can be classified 
into physiological groups which are demonstrated in selective media. 
The numeration of the total microflora on agar-extract of soil gives 
a reliable picture of the total activity of the soil. 


In most cases, the bacterial strains of the soil possess an enzymatic 


equipment, which allows to classify them into several physiological 
groups ; their activity is therefore polyvalent. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Recherches sur Pasteurella septica. I. Etude bactériologique 
de souches isolées d’animaux des espéces porcine et ovine, 
par R. et J.-M. Gourpon, M. Henry et Cu. Quincuon. 


A propos de la fixation biologique de l’azote atmosphérique 
et de la numération des Clostridium fixateurs dans les sols, 
par J. AUGIER. 


Action des hautes pressions sur les virus. Variation avec la 
température de la pression d’inactivation de certains virus, 
par J. Basser. 


Participation of a non-temperate phage in lysogenization, 
par Marcaret Lies. 


Facteurs vitaminiques de croissance des Candida, par E. 
Drouner et M. ViEv. 


Une modification des méthodes de dosage biologique de l’iso- 
niazide dans le sérum sanguin, par J. Grosser, F. GrRumBacu et 
G. CANETTI. 


Influence de la nature électrophorétique (gamma- ou béta- 
globuline) de l’antitoxine diphtérique de cheval sur la 
forme de la courbe de précipitation quantitative, par E. H. 
RELYVELD et M. Raynaup. 


Etude de la sensibilité de Mycobacterium tuberculosis a la 
viomycine et méthode de titrage in vitro, par P. CoLetsos, 
E. Orntor et N. pE REGEL. 


Etude de la sensibilité de Mycobacterium tuberculosis 4 la 
cyclosérine et méthode de titrage in vitro, par P. CoxeTsos, 
E. Orntor et N. pe REGEL. 


Culture du virus de la fiévre aphteuse (type O) en cultures 
de tissus de reins de porcs. I. Etude de l’infectivité, par 


P. Lupine et P. GuILtor. 
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LIVRES REGUS 


A. D. Morgan. — The pathogenesis of coronary occlusion. 1 yol., 171 p., 
179 fig., Blackwell Scientific Publications, Oxford, Angleterre, 1956. 
Prix : 42 shillings. 

Le nombre des décés dus & l’occlusion des artéres coronaires va tou- 
jours croissant. Au cours des années 1949-1952 il a augmenté de 
30 p. 100 en Angleterre, et pour la seule année 1952, les lésions des 
arteres coronaires ont provoqué 40000 morts, chiffre qui s’est élevé 
a plus de 70 000 en 1955. Dans la présente monographie, l’auteur adopte 
lhypothése formulée par Duguid, 4 savoir : que la maladie serait due 
4 une thrombose des artéres coronaires. I] se base sur un grand nombre 
de cas qu’il a étudiés personnellement et qu’il décrit en détail. 

L’auteur estime qu’en recherchant les facteurs locaux qui prédis- 
posent a la thrombose on peut espérer arréter l’extension de la 
maladie. 

Le livre est luxueusement présenté et abondamment illustré. 


Hei2 


M. Heidelberger. — Lectures in Immunochemistry. 1 vol., 150 p., 
Academic Press, édit., New York, 1956. Prix: 4 dollars. 


L’auteur a réuni dans ce petit volume neuf conférences qu’il a faites 
dans différents pays du monde, et en particulier au Japon. Il envisage 
divers aspects de l’immunochimie : chimie des antigénes et des anti- 
corps. application des méthodes quantitatives, étude du complément, 
vaccination, etc. H. T. 


AVIS 


La XII*° Semaine du Laboratoire, organisée par 1’Ecole Technique 
Supérieure du Laboratoire sous le Haut Patronage de M. le Ministre 
de l’Education Nationale, aura lieu du 20 au 26 mai 1957, 95, rue du 
Dessous-des-Berges, Paris-13°. 

Cette exposition comportera les divisions suivantes : 

a) Appareils de laboratoire ; 

b) Matériel d’enseignement ; 

c) Presse et Documentation techniques ; 

d) Rétrospective scientifique ayant pour theme : La Science amu- 
sante : Jeug et Récréations ; 

e) Projection permanente de films techniques. 

Les heures d’ouvertures seront les suivantes: tous les jours de la 
semaine du 20 au 25 mai compris, de 9 heures 4A 12 heures, de 


14 heures 4 18 h. 30 et le dimanche 26 mai 1957, de 14 heures 
ay dbcle te a/y 


Le Gérant : G. Masson. 
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